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(54) Title: PORCINE CIRCOVIRUSES, VACCINES AND DIAGNOSTIC REAGENTS 
(54) Titre: CIRCOVIRUS PORCINS, VACCINS ET REACTIFS DE DIAGNOSTIC 
(57) Abstract 

The invention concerns porcine circovirus strains isolated from pulmonary and ganglionary specimens derived from livestock suffering 
from postweaning multi systemic wasting syndrome (PMWS). It concerns purified preparations of said strains, attenuated or inactivated 
standard vaccines, recombinant live vaccines, plasm id vaccines and subunit vaccines, as well as diagnostic reagents and methods. The 
invention also concerns DNA fragments useful for producing subunits in a expression vector in vitro or as sequences to be integrated in an 
expression vector in vivo of virus or plasm id type. 

(57) Abrege 

L* invention concerne des souches de circovirus porcin isolees a partir de pnflevements pulmonaires ou glanglionnaires provenant 
d'elevage atteints par le syndrdme de dSperissement g6n6ralise* de post-sevrage (en anglais PMWS). Elle conceme des pr6parations purifiees 
de ces souches, des vaccins classiques attenu£s ou inactives, des vaccins vivants recombinants, des vaccins plasm id iques et des vaccins 
de sous-unit6s, ainsi que des reactifs et m&hodes de diagnostic. Elle conceme aussi des fragments d'ADN pouvant etre utilises pour la 
production de sous-unites dans un vecteur d'expression in vitro ou comme sequences a integrer dans un vecteur d'expression in vivo de 
type virus ou plasmide. 
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circovirus porcins, vaccins et reactifs de diagnostic 

La presente invention est relative £ de nouvelles souches de circovirus 
porcin (PCV pour Porcine CircoVirus) responsables du syndrome PMWS 
(Porcine Multisystemic Wasting Syndrome ou Post-Weaning Multisystemic 
Wasting Syndrome encore appele syndrome de deperissement generalise de 
post-sevrage), a des reactifs et methodes permettant leur detection, h des 
methodes de vaccination et £ des vaccins, ainsi qu'a des methodes de 
production de ces reactifs et vaccins. 

Le PCV a et§ a I'origine detect^ comme contaminant non 
cytopathogene dans des iignees cellulaires de reins de pores PK/15. Ce virus 
a ete classe parmi les Circoviridae avec le virus de I'anemie du poulet (CAV 
pour Chicken Anemia Virus) et le virus PBFDV (Pscittacine Beak and Feather 
Disease Virus). II s'agit de petits virus (de 15 & 24 nm) non enveloppes dont 
la caracteristique commune est de contenir un genome sous forme d'un ADN 
simple brin circulaire de 1,76 d 2,31 kb. On a d'abord pense que ce genome 
codait pour un polypeptide d'environ 30 kDa (Todd et al.. Arch Virol 1991, 
117: 129-135). Des travaux recents ont toutefois montre une transcription 
plus complexe (Meehan B. M. et al., 1997, 78: 221-227). Par ailleurs, on ne 
connait pas d'homologies significatives de sequence nucl6otidique ni de 
determinants antig6niques communs entre les trois types de circovirus 
connus. 

Le PCV issu des cellules PK/15 est considere comme n'etant pas 
pathogene. On en connait la sequence d'apres B. M. Meehan et al., J Gen 
Virol 1997 (78) 221-227. Ce n'est que tres recemment que des auteurs ont 
pense que des souches de PCV pourraient etre pathogenes et associees au 
syndrome PMWS (Gupi P. S. Nayar et al.. Can Vet J , vol. 38, 1997: 385- 
387 et Clark E. G., Proc Am Assoc Swine Prac 1997: 499-501). Nayar et al. 
ont detecte de I'ADN de PCV chez des pores presentant le syndrome PMWS 
par des techniques de PCR. Aucune souche sauvage de PCV n'a toutefois ete 
isol6e et purifiee h ce jour. 

Le syndrome PMWS detecte au Canada, aux Etats-Unis et en France 
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se caracterise au plan clinique par une perte progressive de poids et par des 
manifestations telles que tachypnoe, dyspnee et jaunisse. Au plan 
pathologique, il se traduit par des infiltrations lymphocytaires ou 
granulomateuses, des lymphadenopathies et, plus rarement, par des hepatites 
et nephrites lymphocytaires ou granulomateuses (Clark E. G., Proc. Am. 
Assoc. Swine Prac. 1997: 499-501 ; La Semaine V6t6rinaire n° 26, 
supplement a La Semaine Veterinaire 1 996 (834) ; La Semaine Veterinaire 
1997 (857): 54 ; Gupi P. S. Nayar et al., Can Vet J , vol. 38, 1997: 385- 
387). 

La deposante a reussi a isoler cinq souches nouvelles de PCV a partir 
de prelevements pulmonaires ou ganglionnaires provenant d'elevages situes 
au Canada, aux Etats-Unis (Californie) et en France (Bretagne), ci-apres 
denommes circovirus selon I'invention. Ces virus ont ete mis en evidence 
dans des lesions de pores atteints du syndrome PMWS, mais pas chez des 
pores sains. 

La deposante a en outre sequence le genome de quatre de ces 
souches, £ savoir les souches provenant du Canada et des Etats-Unis ainsi 
que deux souches frangaise. Les souches presentent entre elles une tres forte 
homologie au niveau nucleotidique depassant 96 % et beaucoup plus faible 
avec la souche PK/15, environ 76 %. Les nouvelles souches peuvent done 
etre considerees comme representatives d'un nouveau type de circovirus 
porcin, ddnomme ici type II, le type I 6tant represente par la PK/15. 

La presente invention a done pour objet le circovirus porcin de groupe 
II, tel que defini ci-dessus, isole ou sous forme de preparation purifiee. 

L'invention concerne tout circovirus porcin susceptible d'etre 
isol6 d'un echantillon physiologique ou d'un pretevement tissulaire, 
notamment de lesions, d'un pore malade presentant le syndrome PMWS, 
notamment en suivant la m6thode decrite dans les exemples, en particulier 
circovirus du type II. 

La presente invention a plus particulierement pour objet des 
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preparations purifiees de cinq souches, qui ont ete cteposees aupres de 
I'ECACC (European Collection of Cell Cultures, Centre for Applied 
Microbiology & Research, Porton Down, Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, 
Royaume-Uni) lejeudi 2 octobre 1997: 

- n° d'acces V97100219 (appel6 ici lmp.1008PCV) 

- n° d'acc§s V97100218 (appele ici lmp.1010PCV) 

- n° d'acces V97100217 (appele ici lmp.999PCV). 
et, le vendredi16 janvier1998 : 

- n° d'acces V98 011608 (appele ici Imp 1011-48285) 

- n° d'acces V98 011609 (appele ici Imp 1011-48121) 

L'invention entend considerer les circovirus porcins isoies d'un pore 
malade et/ou les circovirus ayant une pa rente serologique significative avec 
les souches de l'invention et/ou les circovirus ayant une hybridation croisee 
avec les souches de l'invention dans des conditions de stringence telles qu'il 
n'y a pas d'hybridation avec la souche PCV PK/15. 

Les souches virales isolees d'un echantillon physiologique ou d'un 
pr^levement tissulaire, notamment d'une lesion, d'un pore pr6sentant le 
syndrome PMWS peuvent etre avantageusement propagees sur des lignees 
cellulaires telles que notamment des lignees cellulaires de rein de pore, en 
particulier cellules PK/15 indemnes de contamination (en particular pour PCV, 
ainsi que pour pestivirus, adenovirus porcin et parvovirus porcin) en vue de 
leur multiplication ou specifiquement pour la production d'antigene, entier 
(e.g. virus) et/ou sous-unites (e.g. polypeptides). 

De maniere tr6s remarquable et inattendue, ces isolats se sont reveles 
tres productifs en culture sur cellules PK/15, ce qui presente des avantages 
indeniables pour la production de virus ou d'antigene, en particulier pour le 
production de vaccin inactiv6. 

La presente invention a aussi pour objet les preparations de circovirus 
isol6s aprds passages sur cellules, notamment lignees cellulaires, e.g. cellules 
PK/15, cultivees in vitro en etant infect^es par I'un au moins des circovirus 



WO 99/18214 



PCT/FR98/02107 



selon I'invention ou de tout circovirus porcin susceptible d'etre isole d'un 
echantillon physiologique ou d'un prelevement tissulaire, notamment de 
lesions, d'un pore presentant le syndrome PMWS. Elle a aussi pour objet les 
surnageants ou extraits de culture, eventuellement purifies par des techniques 
standards, et de mani&re generate toute preparation antigenique obtenue a 
partir des cultures in vitro. 

L'invention a aussi pour objet les principes actifs immunogenes et les 
vaccins contenant au moins un antigene tel que defini supra. 

II peut s'agir de principes actifs immunogenes d base de virus entiers 
vivants att^nues, ou vaccins prepares avec ces principes actifs, I'attenuation 
6tant effectuee selon les methodes usuelles, e.g. par passage sur cellules, de 
preference par passage sur des cellules de pore, notamment lignees, telles 
que cellules PK/15 ( par exemple de 50 & 150, notamment de I'ordre de 100, 
passages). Ces vaccins comprennent en general un vehicule ou diluant 
acceptable sur le plan veterinaire, eventuellement un adjuvant acceptable sur 
le plan veterinaire ainsi qu'eventuellement un stabilisateur de lyophilisation. 

Ces preparations antigeniques et vaccins comprendront de preference 
de 10 3 a 10 6 TCID50. 

II peut aussi s'agir de principes actifs immunogenes ou de vaccins a 
base d'antigene de circovirus selon l'invention, a I'etat inactive. Les vaccins 
comprennent en outre un vehicule ou diluant acceptable sur le plan 
veterinaire, avec eventuellement en plus un adjuvant acceptable sur le plan 
veterinaire. 

Les circovirus selon l'invention, avec les fractions qui peuvent etre 
presentes, sont inactives selon les techniques connues de I'homme du 
metier. L'inactivation sera effectuee de preference par voie chimique, e.g. 
par exposition de I'antigene a un agent chimique tel que formaldehyde 
(formol), paraformaldehyde, B-propiolactone ou ethylene imine ou ses derives. 
La methode d'inactivation pr§f6ree sera ici I'exposition a un agent chimique 
et en particulier a l'6thylene imine ou a la B-propiolactone. 
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De preference, les vaccins inactives selon I'invention seront adjuv6s, 
avantageusement en etant presents sous forme d'emulsions, par exemple 
eau-dans-l'huile ou huile-dans-l'eau, selon les techniques bien connues de 
I'homme du m6tier. Le caractere adjuvant pourra aussi provenir de 
I' incorporation au principe actif d'un compose adjuvant usuel. 

Parmi les adjuvants qui peuvent etre utilises, on peut citer a titre 
d'exemple I'hydroxyde d'alumine, les saponines (e.g. Quillaja saponin ou Quil 
A ; voir Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach, 1995, edite 
par Michael F. Powel et Mark J. Newman, Plennum Press, New-York and 
London, p 210), I'Avridine* (Vaccine Design p 148), le DDA 
(Dimethyldioctadecylammonium bromide. Vaccine Design p 157), le 
Polyphosphazene (Vaccine Design p 204), ou encore des Emulsions huile- * 
dans-l'eau a base d'huile minerale, de squalane (e.g. emulsion SPT, Vaccine 
Design p 147), de squalene (e.g. MF59, Vaccine Design p 183), ou eau-dans- 
I'huile a base d'huile m§tabolisable (de preference selon WO-A-94 20071) 
ainsi que les emulsions d§crites dans US- A- 5 422 109. On peut aussi choisir 
des associations d'adjuvants, par exemple Avridine* ou DDA associe a une 
emulsion. 

Ces vaccins comprendront de preference de 10 6 £ 10 s TCID50. 

Les adjuvants du vaccin vivant pourront etre choisis parmi ceux donnes 
pour le vaccin inactive. On pref§rera les emulsions. A celles indiqu§es pour 
le vaccin inactive, on peut rajouter celles decrites dans WO-A-9416681 . 

Comme stabilisateur de lyophilisation, on peut citer d titre d'exemple 
le SPGA (Bovarnik et al., J. Bacteriology 59, 509, 950), des hydrates de 
carbone tels que sorbitol, mannitol, amidon, saccharose, dextran ou glucose, 
des proteines telles que albumine ou caseine, des derives de ces composes, 
ou des tampons tels que de phosphates de metaux alcalins. 

La deposante a en outre obtenu le genome de quatre des isolats, 
identifies SEQ ID NO: 1 £ 4 et eventuellement 6. 

La presente invention a done pour objet un fragment d'ADN contenant 
tout ou partie de I'une de ces sequences. II va de soi que I'invention recouvre 
automatiquement les sequences equivalentes, e'est-d-dire les sequences ne 
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changeant pas la fonctionnalite ni la specificity de souche de la sequence 
decrite ni des polypeptides codes par cette sequence. Seront bien entendu 
incluses les sequences different par degenerescence du code. 

L' invention recouvre egalement les sequences equivalentes en ce sens 
5 qu'elies sont capables de s'hybrider a la sequence supra dans des conditions de 
stringence elevees et/ou ont une forte homologie avec les souches de I'invention 
et appartiennent au groupe II defini plus haut. 

Ces sequences et leurs fragments pourront avantageusement etre utilises 
pour I'expression in vitro ou in vivo de polypeptides a I'aide de 
10 vecteurs appropries. 

En particulier, des cadres ouverts de lecture, formant des fragments d'ADN 
selon I'invention, utilisables a cet effet ont ete identifies sur la sequence 
genomique des circovirus de type II. L'invention concerne tout polypeptide 
contenant au moins un de ces cadres ouverts de lecture (sequence en acides 
15 amines correspondante). De preference, l'invention concerne une proteine formee 
essentiellement par les COL4, COL7, COL10 ou COL13. 

Pour Texpression de sous-unites in vitro, comme moyen d'expression on 
aura de preference recours d E. coli ou au baculovirus (US-A-4 745 051). On 
integre la ou les sequences codantes ou leurs fragments dans le genome du 
20 baculovirus (e.g. le baculovirus Autographa californica Nuclear Polyhidrosis Virus 
AcNPV) et ce dernier est ensuite propage sur cellules d'insectes, e.g. Spodoptera 
frugiperda Sf9 (d6pot ATCC CRL 171 1). On peut encore produire les sous-unites 
dans des cellules eucaryotes telles que levures (e.g. Saccharomyces cerevisiae) 
ou cellules de mammiferes (e.g. CHO, BHK). 
25 L'invention a aussi pour objet les polypeptides qui seront produits in vitro 

par ces moyens d'expression, puis eventuellement purifi6s selon les techniques 
classiques. Elle a aussi pour objet les vaccins de sous-unit§ comprenant au moins 
un polypeptide tel qu'ainsi obtenu, ou fragment, dans un vehicule ou diluant 
acceptable sur le plan veterinaire et eventuellement un adjuvant acceptable sur 
30 le plan veterinaire. 

Pour Texpression in vivo en vue de la realisation de vaccins vivants 

recombinants, on insere la ou les sequences codantes ou leurs fragments dans 

/ 
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un vecteur d'expression approprie dans des conditions permettant I'expression 
du ou des polypeptides. Comme vecteurs appropries, on peut utiliser des virus 
vivants, de preference capables de se multiplier chez le pore, non pathog&nes 
pour le pore (naturellement non pathogene ou rendu tel), selon les techniques 
bien connues de I'homme du metier. On pourra notamment utiliser des 
herpesvirus du pore tels que le virus de la maladie d'Aujeszky, I'adenovirus 
porcin, des poxvirus, notamment virus de la vaccine, avipox, canarypox, 
swinepox. On peut aussi utiliser comme vecteurs des ADN plasmidiques (WO-A- 
90 11092, WO-A-93 19813, WO-A-94 21797, WO-A-95 20660). 

L' invention a done aussi pour objet les vecteurs et les vaccins vivants 
recombinants ou plasmidiques (vaccins polynucleotidiques ou ADN) ainsi realises, 
les vaccins comprenant en outre un vehicule ou diluant acceptable sur le plan 
veterinaire. 

Les vaccins selon I'invention (vivants attenues, inactives, sous-unites, 
vivants recombinants, plasmidiques) pourront comprendre un ou des principes 
actifs (antigenes) d'un ou de plusieurs (2 ou 3) des circovirus selon I'invention. 

L'invention pr6voit aussi d'associer, pour chacun des types de vaccins 
decrits ci-dessus, la vaccination contre le circovirus porcin h une vaccination 
contre d'autres pathogenes du pore, en particulier ceux pouvant etre associes au 
syndrome PMWS. Les vaccins selon I'invention, notamment inactives, pourront 
done comprendre une autre valence correspondant d un autre pathogene du pore. 
Parmi ces autres pathogdnes du pore, on peut citer de preference le PRRS 
(Porcine Reproductory and Respiratory Syndrome) (Khomme du metier pourra se 
reporter a WO-A-93/07898, WO-A-94/1831 1, FR-A-2 709 966 ; C. Chareyre et 
al., Proceedings of the 15th IPVS Congress Birmingham, England, 5-9 juillet 
1998, p 139 ; incorpor§s par reference) et/ou Mycoplasma hyopneumoniae 
(I'homme du m6tier pourra se reporter £ EP-A-597 852, EP-A-550 477, EP-A-571 
648, O. Martinon et al., p 157, p 284, p 285 et G. Reynaud et al., p 150 du 
Proceedings of the 15th IPVS Congress ci-dessus ; incorpor6s par reference). 
Parmi les autres valences interessantes, on peut encore citer Actinobacillus 
pleuropneumoniae, E. coli et Rhinite atrophique du pore, ou encore maladie 
d'Aujeszky, peste porcine classique (Hog Cholera), grippe porcine^ 
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La presente invention a aussi pour objet une methode permettant d'induire 
une reponse immunitaire chez le pore vis-a-vis des circovirus selon I'invention. 
Elle a en particuiier pour objet une methode de vaccination efficace chez le pore. 

Cette methode prevoit I'administration au pore, en une ou plusieurs fois, 
d'un vaccin supra. II est aussi possible de combiner plusieurs types de vaccins 
supra dans un meme protocole de vaccination. 

Cette methode prevoit non seulement I'administration aux pores adultes, 
mais aussi aux jeunes ou aux femelles gestantes. La vaccination de ces dernteres 
permet de conferer une immunite passive aux nouveau-nes (anticorps maternels). 

La presente invention offre aussi la possibility de diagnostiquer la presence 
des circovirus selon I'invention chez le pore. Elle a done pour objet des tests de 
diagnostic et methodes y relatives mettant en oeuvre les reactifs qui vont etre 
decrits ci-apres. 

La connaissance des sequences des differents circovirus permet de definir 
des sequences communes qui permettent de produire des reactifs aptes £ 
reconnaltre I'ensemble des circovirus porcins connus. 

L'homme du metier pourra aussi choisir des fragments des sequences 
correspondant a des regions presentant peu ou pas d'homologie avec la 
sequence correspondante du circovirus PK/15 afin de pouvoir effectuer un 
diagnostic specifique. 

Les alignements de sequences permettent a l'homme du metier de choisir 
un reactif conforme d ses souhaits. 

Un premier reactif consiste dans les sequences d'ADN divulguees ici et 
leurs fragments, qui seront notamment utilises comme sondes ou amorces dans 
des techniques d'hybridation ou de PCR ("Polymerase Chain Reaction") bien 
connues. 

Un deuxieme rdactif consiste dans les polypeptides codes par ces 
sequences a partir du virus ou exprimes a I'aide d'un vecteur (voir supra), ou 
synth6tis6s par voie chimique selon les techniques classiques de synthase 
peptidique. 

Un troisteme et quatrfeme r6actifs consistent dans des anticorps 
respectivement polyclonaux et monoclonaux qui pourront etre produits selon les 
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techniques usuelles a partir du virus, des polypeptides ou fragments, extraits ou 
codes par les sequences d'ADN. 

Ces deuxidme, troisidme et quatrieme r£actifs pourront etre utilises dans 
une methode de diagnostic, objet de I'invention, dans laquelle Ton recherche, 
dans un echantillon de fluide physiologique (sang, plasma, serum, etc.) ou 
prelevement de tissu (ganglions, foie, poumons, reins, etc.) provenant d'un pore 
a tester, la presence d'un antig&ne specifique d'un circovirus selon I'invention, 
en cherchant a detecter soit I'antigene lui-meme, soit des anticorps diriges contre 
cet antigene. 

Les antigenes et anticorps selon I'invention pourront etre utilises dans 
toutes les techniques de diagnostic de laboratoire connues. 

Toutefois, on preferera les mettre £ profit dans des techniques pouvarit 
etre mises en ceuvre directement sur le terrain par le veterinaire, I'eleveur ou le 
proprietaire de I'animal. L'homme du m§tier dispose de I'ensemble des techniques 
de laboratoire et du terrain et est done parfaitement en mesure de les adapter £ 
{'utilisation de cet antig&ne et/ou des anticorps comme reactif(s) de diagnostic. 

Les techniques de diagnostic qui seront preferentiellement utilisees dans 
le cadre de la presente invention sont le Western Blot, I'immunofluorescence, 
I'ELISA et I'immunochromatographie. 

En ce qui concerne la mise en oeuvre de methodes par 
immunochromatographie, le sp6cialiste pourra se reporter notamment ct Robert 
F. Zurk et al., Clin. Chem. 31/7, 1144-1150 (1985) ainsi qu'aux brevets ou 
demandes de brevet WO-A-88/08 534, WO-A-91/12528, EP-A-291 176, EP-A- 
299 428, EP-A-291 194, EP-A-284 232, US-A-5 120 643, US-A-5 030 558, US- 
A-5 266 497, US-A-4 740 468, US-A-5 266 497, US-A-4 855 240, US-A-5 451 
504, US-A-5 141 850, US-A-5 232 835 et US-A-5 238 652. 

Ainsi, Ton cherche de preference a detecter les anticorps specifiques dans 
l'6chantillon par test indirect, par competition ou par deplacement. Pour ce faire, 
on utilise I'antigdne lui-meme comme reactif de diagnostic, ou un fragment de cet 
antigdne, conservant la reconnaissance des anticorps. Le marquage peut 
avantageusement etre un marquage £ la p6roxydase ou un marquage particulate, 
de preference a Tor colloidal. 
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On peut aussi chercher a d6tecter I'antigene lui-meme dans l'6chantillon 
d I'aide d'un anticorps marque specif ique de cet antigdne. Le marquage est 
avantageusement comme decrit ci-dessus. 

Par anticorps sp6cifique de I'antigene utilisable notamment en competition 
5 ou deplacement ou pour la detection de I'antigene lui-meme, on entend anticorps 
monoclonaux et polyclonaux specifiques de I'antigene, fragments de ces 
anticorps, de preference fragments Fab ou F(ab)' 2 

Un autre aspect de I'invention est la production d'anticorps, polyclonaux 
ou monoclonaux, specifiques de I'antigene conforme £ I'invention, ces anticorps 
10 pouvant §tre ensuite utilises notamment comme reactifs de diagnostic pour la 
detection de I'antigene dans un echantillon de fluide physiologique ou dans un 
prefevement de tissu, ou meme pour la detection d'anticorps presents dans un 
tel echantillon ou prelevement. L'invention inclut aussi les fragments 
immunologiquement fonctionnels de ces anticorps, en particulier les fragments 
15 F(ab) et F(ab)' 2 . 

Des anticorps pourront etre prepares par les techniques usuelles. On peut 
notamment se referer a Antibodies, A Laboratory Manual, 1988, Cold Spring 
Harbor Laboratory, USA ou d J.W. Goding, Monoclonal Antibodies : Principles 
and Pratice, Academic Press Inc., dont les contenus sont incorpores ici par 
20 reference. 

On pourra notamment proceder, comme cela est connu en soi, a la fusion 
de cellules spleniques de souris immunisees par I'antigene ou par au moins I'un 
de ses fragments, avec des cellules myelomateuses adequates. 

L'invention a egalement pour objet une preparation, de preference pure ou 
25 partiellement purifiee, ou meme brute d'anticorps monoclonaux ou polyclonaux 
specifiques de I'antigene, notamment anticorps de souris ou de lapin. 

La presente invention permet egalement de determiner des epitopes 
d'interet notamment sur la base des sequences d'ADN decrites ici, que ce soient 
des epitopes d'interet vaccinal ou des epitopes d'interet en diagnostic. A 
30 partir de la sequence d'ADN du genome du circovirus selon l'invention, I'homme 
du metier est £ meme de determiner des epitopes selon les methodes connues 
par exemple programme informatique approprte ou PEPSCAN. Les epitopes sont 
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des regions immunodominantes de prolines et sont k ce titre des regions 
exposees a la surface des proteines. lis peuvent etre done reconnus par des 
anticorps et ainsi etre particulierement employes dans le domaine du diagnostic 
soit pour la preparation d 'anticorps d des fins de diagnostic soit pour la realisation 
5 de peptides correspondents utilisables & titre de reactifs de diagnostic. 

Au minimum, un Epitope est un peptide ayant de 8 d 9 acides amines. On 
preferera en general un minimum de 13 a 25 acides amines. 

L'homme du metier est done en mesure, en utilisant Tune ou plusieurs de 
ces techniques ainsi que les autres techniques disponibles, de trouver des 
10 epitopes pour la mise en oeuvre de peptides ou d'anticorps a des fins de 
diagnostic. 

L'invention a egalement pour objet un kit de diagnostic comportant cet 
antigene et/ou des anticorps polyclonaux ou monoclonaux specifiques de cet 
antigene. II s'agit en particulier de kits de diagnostic correspondants aux 

IS techniques de diagnostic decrites plus haut. 

L'invention va etre maintenant dec rite plus en detail £ I'aide d'exemples de 
realisation non limitatifs, pris en reference au dessin, dans lequel : 
Figure 1 : sequence d'ADN du genome de la souche Imp 101 1-48121 
Figure 2 : sequence d'ADN du genome de la souche Imp 101 1-48285 

20 Figure 3 : sequence d'ADN du g6nome de la souche Imp 999 
Figure 4 : sequence d'ADN du genome de la souche Imp 1010 
Figure 5 : alignement des 4 sequences selon les figures 1 d 4 avec la sequence 
de la souche PCV PK/15 

Figure 6 : sequence d'ADN du genome de la souche Imp 999 telle que definie 
25 dans le premier depot en France du 3 octobre 1997 

Figure 7 : Alignements de la sequence de la figure 6 avec la sequence de la 
souche PK/15 

Liste des s6quences SEQ ID 
30 SEQ ID NO: 1 sequence d'ADN du g6nome de la souche Imp 101 1-48121 
SEQ ID NO: 2 sequence d'ADN du genome de la souche Imp 101 1-48285 
SEQ ID NO: 3 s6quence d'ADN du genome de la souche Imp 999 
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SEQ ID NO: 4 sequence d'ADN du genome de la souche Imp 1010 
SEQ ID NO: 5 sequence d'ADN du genome de la souche PK/15 
SEQ ID NO : 6 sequence d'ADN du genome de la souche Imp 999 telle que 
definie dans le premier d£pot en France du 3 octobre 1997. 

5 

EXEMPLES 

Exemple 1 : Culture et isolement des souches de circovirus porcins: 

Des echantillons de tissus ont et6 rScoltes en France, au Canada et aux 
USA a partir de poumons et de ganglions lymphatiques de porcelets. Ces 

10 porcelets presentaient des signes cliniques typiques du syndrome de 
deperissement generalise de post-sevrage. Pour faciliter I'isolement des virus, les 
echantillons de tissus ont ete congeles a -70 °C immediatement apres autopsie. 

Pour I'isolement viral, des suspensions contenant environ 15% 
d'echantillon de tissu ont ete prepares dans un milieu minimum contenant des 

15 sels d'Earl (EMEM, BioWhittaker UK Ltd., Wokingham, UK), de la penicilline (100 
Ul/ml) et de la streptomycine (100//g/ml)(milieu MEM-SA), par broyage des tissus 
avec du sable sterile au moyen d'un mortier et d'un pilon steriles. Cette 
preparation broyee a et§ alors reprise dans du MEM-SA, puis centrifugee a 3000 
g pendant 30 minutes a + 4°C pour recolter le surnageant. 

20 Pr6alablement d I'ensemencement des cultures de cellules, un volume de 

100 //I de chloroforme a ete ajoute a 2 ml de chaque surnageant et melange en 
continu pendant 10 minutes £ temperature ambiante. Ce melange a alors ete 
transfere dans un tube de microcentrifugeuse, centrifuge d 3000 g pendant 10 
minutes, puis le surnageant a ete r6colt6. Ce surnageant a et6 ensuite utilise 

25 comme inoculum pour les experiences d'isolement viral. 

Toutes les 6tudes d'isolement viral ont et6 r6alisees sur des cultures de 
cellules PK/15, connues pour etre non contaminees par le circovirus porcin (PCV), 
les pestivirus, les adenovirus porcins et le parvovirus porcin (Allan G. et aL 
Pathogenesis of porcine circovirus experimental infections of colostrum-deprived 

30 piglets and examination of pig foetal material. Vet. Microbiol. 1995. 44. 49-64). 

L'isolement des circovirus porcins a 6te realise selon la technique suivante: 
Des monocouches de cellules PK/15 ont 6t6 dissociees par trypsination 
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(avec un melange trypsine-versene) d partir de cultures confluentes, et reprises 
en milieu MEM-SA contenant 1 5% de serum foetal de veau non contamine par 
du pestivirus (= milieu MEM-G) sous une concentration finale d'environ 400,000 
cellules par ml. Des fractions aliquotes de 10 ml de cette suspension cellulaire ont 
5 alors et6 melangees avec des fractions aliquotes de 2 ml des inoculums decrits 
ci-dessus, et les melanges finaux ont ete aliquotes en volumes de 6 ml dans deux 
flacons Falcon de 25 cm 2 . Ces cultures ont alors et§ incubees £ +37°C pendant 
18 heures en atmosphere contenant 10% de C0 2 . 

Apres incubation, le milieu de culture des monocouches semi-confluentes 

10 a ete traite avec 300 mM de D-glucosamine (Cat # G48175, Sigma-Aldrich 
Company Limited, Poole, UK) (Tischr I. et al.. Arch. Virol. 1987 96 39-57), puis 
I'incubation a ete poursuivie pendant une p6riode supplemental de 48-72 
heures a +37°C. A la suite de cette dernfere incubation, Tun des deux Falcons 
de chaque inoculum a subi 3 cycles successifs de cong£iation/decongelation. Les 

15 cellules PK/15 du Falcon restant ont 6t§ traitees avec une solution de trypsine- 
versene, resuspendues dans 20 ml de milieu MEM-G, puis ensemencees dans des 
Falcons de 75 cm 2 d une concentration de 400,000 cellules/ml. Les flacons 
fraichement ensemenc6s ont alors ete "surinfectes" par addition de 5 ml du lysat 
correspondant obtenu apr6s les cycles de cong6lation/d6cong6lation. 

20 

Exemple 2 : Preparation des echantillons de culture cellulaire pour detection des 
circovirus porcins par immunofluorescence ou par hybridation in situ. 

Un volume de 5 ml de la suspension "surinfectee" a 6te preleve et 
ensemence dans une bofte de Petri de 55 mm de diam£tre contenant une lamelle 

25 de verre sterile et d£graiss£e. Les cultures en flacons et sur lameiies de verre ont 
6te incubees ^ +37°C et traitees ^ la glucosamine comme decrit dans I'exemple 
1 . Les cultures sur lameiies de verre ont 6t6 r6colt6es de 24 a 48 heures apres 
le traitement d la glucosamine et fix6es, soit avec de I'acetone pendant 10 
minutes k temperature ambiante, soit avec 10% de formaldehyde tamponne 

30 pendant 4 heures. Suite a cette fixation, toutes les lameiies de verre ont ete 
stock6es £ -70 °C, sur gel de silice, avant leur utilisation pour les 6tudes 
d'hybridation in situ et les etudes de marquage immunocytochimique. 
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Exemple 3 : Techniques de detection de sequences PCV par hybridation in situ 

L'hybridation in situ a ete realisee sur les tissus prelev6s sur les pores 
malades et fixes au formaldehyde et egalement sur les preparations de cultures 
de cellules inoculees pour I'isolement viral (voir exemple 2) et fix£es sur lamelles 
5 de verre. 

Des sondes genomiques completes correspondant aux circovirus porcin 
PK/15 (PCV) et au virus de I'anemie infectieuse du poulet (chicken anemia virus 
= CAV) ont ete utilisees. Le plasmide pPCVI , contenant la forme replicative du 
genome PCV donee sous la forme d'un insert unique de 1 ,7 kilopaires de bases 

10 (kpb) (Meehan B. et al. Sequence of porcine circovirus DNA: affinities with plant 
circoviruses. J. Gen. Virol. 1997. 78. 221-227) a ete utilise comme source 
d'ADN viral specifique pour PCV. Un plasmide analogue, pCAA1, contenant te 
forme replicative 2,3 kpb du circovirus aviaire CAV a ete utilise comme controle 
negatif. Les stocks de glycerols respectifs de ces deux plasmides ont 6te utilises 

15 pour la production et la purification des plasmides selon la technique de lyse 
alcaline (Sambrook J. et al. Molecular cloning : A Laboratory Manual. 2 nd Edition. 
Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New york. 1989) afin qu'ils 
servent ensuite de matrices pour la preparation des sondes. Les sondes circovirus 
representatives des genomes complets du PCV et de CAV ont ete produites a 

20 partir des plasmides purifies decrits ci-dessus (1 pg pour chaque sonde) et 
d'amorces hexanucleotidiques au hasard en utilisant un kit commercial de 
marquage non radioactif ("DIG DNA labelling kit" , Boehringer Mannheim, Lewes, 
UK) selon les recommandations du fournisseur. 

Les sondes marquees d la digoxigenine ont ete reprises sous un volume de 

25 50-100 y\ d'eau sterile avant leur utilisation pour l'hybridation in situ. 

Les echantillons de tissus de pores malades, inclus dans la paraffine et 
fixes au formaldehyde, ainsi que les preparations de cultures de cellules infect§es, 
fix§es au formaldehyde, ont ete preparees pour la detection des acides nucleiques 
PCV selon la technique suivante : 

30 Des sections de 5 //m d'epaisseur ont et£ decoupees a partir des blocs de 

tissus inclus dans la paraffine, deparaffines, puis re hydrates dans des solutions 
successives d'alcool a concentration decroissante. Les sections de tissus et les 
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cultures de cellules fixees au formaldehyde ont et6 incubees respectivement 
pendant 15 minutes et 5 minutes £ +37°C dans une solution de proteinase K a 
0,5% en tampon Tris-HCI 0,05M, EDTA 5 mM (pH 7,6). Les lames ont ete alors 
placees dans une solution de glycine a 1 % en eau distill6e autoclavee, pendant 
5 30 secondes, lavees deux fois avec un tampon PBS (phosphate buffer saline) 
0,01 M (pH 7,2), et enfin lavees pendant 5 minutes en eau distillee sterile. Elles 
ont ete finalement sechees a I'air libre et mises en contact avec les sondes. 

Chaque preparation tissu/sonde a ete recouverte avec une lamelle propre 
et degraissee, puis placee dans un four & +90°C pendant 10 minutes, mise 

10 ensuite en contact avec un bloc de glace pendant 1 minute, et enfin incubee 
pendant 18 heures £ +37°C. Les preparations ont ete ensuite immergees 
brievement dans un tampon sel de sodium-citrate (SSC) 2X (pH 7,0) pour elimine'r 
les lamelles protectrices, puis lavees 2 fois pendant 5 minutes en tampon SSC 2X 
et enfin lavees 2 fois pendant 5 minutes en tampon PBS. 

15 Apres ces lavages, les preparations ont ete immergees dans une solution 

d'acide maleique 0,1 M, NaCI 0,15 M (pH 7,5) (tampon maleique) pendant 10 
minutes, puis incubees dans une solution de 1% de reactif bloquant (Cat # 
1096176, Boehringer Mannheim UK, Lewis, East Sussex, UK) en tampon 
maleique pendant 20 minutes a +37°C. 

20 Les preparations ont alors et6 incubees avec une solution au 1/250 d'un 

anticorps monoclonal anti-digoxigenine (Boehringer Mannheim), dilue en tampon 
bloquant, pendant 1 heure a +37°C, lavees en PBS et enfin incubees avec un 
anticorps biotinyle anti-immunoglobuline de souris pendant 30 minutes a +37°C. 
Les preparations ont 6te lav£es en PBS et I'activitS peroxydase endogene a ete 

25 bloquee par un traitement avec une solution de peroxyde d'hydrogene a 0,5% en 
PBS pendant 20 minutes a temperature ambiante. Les preparations ont 6te lavees 
une nouvelle fois en PBS et trait6es avec un substrat 3-amino-9-di6thylcarbazole 
(AEC) (Cambridge Bioscience, Cambridge, UK) prepare extemporanement. 

Apres un dernier lavage a I'eau de ville, les preparations ont et6 contre- 

30 colorees avec de I'hematoxyline, "bleuies" sous eau de ville, et montees sous 
lamelles microscopiques avec un liquide de montage (GVA Mount, Cambridge 
Bioscience, Cambridge, UK). Les controles d'experience ont inclus ('utilisation 
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d'une sonde negative non pertinente (CAV) et d'une sonde positive (PCV) sur des 
echantillons provenant de pores malades et de pores non malades. 

Exemple 4 : Technique de detection du PCV par immunofluorescence 

5 Le criblage initial de toutes les preparations de culture cellulaire fixees k 

I'acetone a ete realise par une technique d'irnmunofluorescence indirecte (IFI) 
utilisant une dilution au 1/100 d'un pool de scrums de pores adultes. Ce pool de 
serums comprend des serums de 25 truies adultes d'lrlande du Nord et est connu 
pour eontenir des anticorps contre une grande variete de virus porcins, y compris 

10 PCV : parvovirus porcin, adenovirus porcin, et virus PRRS. La technique IFI a ete 
realisee par un contact du serum (dilue en PBS) avec les cultures cellulaires 
pendant une heure a + 37°C, suivi de deux lavages en PBS. Les cultures de 
cellules sont alors colorees avec une dilution au 1/80 en PBS d'un anticorps de 
lapin anti-immunoglobuline de pore conjugu§ d de I'isothiocyanate de f luoresceine 

15 pendant une heure, puis lavees en PBS et montees en tampon glycerol 
prealablement a ('observation microscopique sous eclairage ultra-violet. 

Exemple 5 : Resultats de I'hybridation in situ sur les tissus de pores malades 

L'hybridation in situ, utilisant une sonde genomique PCV, realisee sur des 
20 tissus preleves sur des porcelets frangais, canadiens et californiens presentant 
des lesions de d§p6rissement generalise et fixes au formaldehyde, a r6vele la 
presence d'acides nucleiques PCV associes aux lesions, dans plusieurs des 
lesions 6tudi6es. Aucun signal n'a et6 obsen/6 lorsque la sonde genomique PCV 
a et§ utilisee sur des tissus preleves sur des pores non malades ou lorsque la 
25 sonde CAV a ete utilis6e sur les tissus de pores malades. La presence d'acide 
nucleique PCV a ete identifiee dans le cytoplasme et le noyau de nombreuses 
cellules mononucleates infiltrant les lesions dans les poumons des porcelets 
californiens. La presence d'acide nucl§ique PCV a egalement et6 mise en 
evidence dans les pneumocytes, les cellules epith£liales bronchiques et 
30 bronchiolaires, et dans les cellules endothelials des petites arterioles, veinules 
et vaisseaux lymphatiques. 

Chez les pores malades fran^ais, la presence d'acide nucl6ique PCV a et£ 
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detectee dans.le cytoplasme de nombreux lymphocytes folliculaires et dans les 
cellules mononucleates intrasinusoldales des ganglions lymphatiques. L'acide 
nucleique PCV a egalement 6t6 detecte dans des syncytia occasionnels. En 
fonction de ces r^sultats de detection, des echantillons de poumons de pores 
5 californiens, de ganglions lymphatiques mesenteriques de pores frangais, et 
d'organes de pores canadiens ont ete choisis aux fins d'isolement des nouvelles 
souches de circovirus porcin. 

Exemple 6 : Resultats de la culture ceilulaire des nouvelles souches de circovirus 
10 porcin et detection par immunofluorescence 

Aucun effet cytopathique (ECP) n'a ete observe dans les cultures de 
cellules inoculees avec les echantillons preleves sur les porcelets francais (souche 
Imp. 1008), californiens (souche lmp.999) et canadiens (souche Imp, 1010) 
montrant des signes cliniques du syndrome du dep6rissement generalise. 

15 Cependant, I'immuno-marquage des preparations provenant des cultures de 
cellules inoculees, apr&s fixation a I'acetone et avec un pool de serums 
polyclonaux de pores, a rev6te une fluorescence nucleaire chez de nombreuses 
cellules dans les cultures inoculees a partir des poumons de porcelets californiens 
(souche lmp.999), a partir des ganglions lymphatiques mediastinaux des 

20 porcelets frangais (souche Imp. 1008), et a partir d'organes des porcelets 
canadiens (souche Imp. 1010). 

Exempie 7 : Extraction de I'ADN genomique des circovirus porcins 

Les formes replicatives des nouvelles souches de circovirus porcin (PCV) 
25 ont ete preparees d partir de cultures de cellules PK/15 infect6es (voir exemple 
1) (10 Falcons de 75 cm 2 ) recoltees aprds 72-76 heures d'incubation et traitees 
h la glucosamine, comme decrit pour le clonage de la forme replicative du CAV 
(Todd. D. et aL Dot blot hybridization assay for chicken anemia agent using a 
cloned DNA probe. J. Clin. Microbiol. 1991. 29. 933-939). L'ADN double brin de 
30 ces formes replicatives a 6t6 extrait selon une modification de la technique de Hirt 
(Hirt B. Selective extraction of polyoma virus DNA from infected cell cultures. J. 
Mol. Biol. 1967. 36. 365-369), comme decrit par Molitor (Molitor T.W. et aL 



WO 99/18214 PCT/FR98/02107 

18 

Porcine parvovirus DNA: characterization of the genomic and replicative form 
DNA of two virus isolates. Virology. 1984. 137. 241-254). 

Exemple 8 : Carte de restriction de la forme replicative du g6nome de la souche 
5 Imp. 999 de circovirus porcin. 

L'ADN (1-5 //g) extrait selon ia technique de Hirt a 6te traite par la 
nuclease S1 (Amersham) seion les recommandations du fournisseur, puis cet 
ADN a et6 digere par differentes enzymes de restriction (Boehringer Mannheim, 
Lewis, East Sussex, UK) et les produits de la digestion ont et6 separ6s par 

10 6Iectrophorese sur gel d'agarose d 1,5% en presence de bromure d'ethidium 
comme d6crit par Todd et al. (Purification and biochemical characterization of 
chicken anemia agent. J. Gen. Virol. 1990. 71. 819-823). 
L'ADN extrait des cultures de ia souche Imp. 999 possede un site unique EcoRI, 
2 sites Sacl et ne possede pas de site Pstl. Ce profil de restriction est done 

15 different du profil de restriction presente par la souche PCV PK/15 (Meehan B. et 
al. Sequence of porcine circovirus DNA: affinities with plant circoviruses. 1997. 
78. 221-227) qui possdde au contraire un site Pstl et ne poss&de pas de site 
EcoRI. 

20 Exemple 9 : Clonage du genome de la souche Imp. 999 de circovirus porcin 

Le fragment de restriction d'environ 1,8 kpb g6n§re par digestion de la 
forme replicative double brin de la souche PCV Imp. 999 avec I'enzyme de 
restriction EcoRI a ete isole apres 6lectrophordse sur gel d'agarose d 1,5% (voir 
exemple 3) en utilisant un kit commercial Qiagen (QIAEXII Gel Extraction Kit, Cat 

25 # 20021 ,QIAGEN Ltd., Crawley, West Sussex, UK). Ce fragment de restriction 
EcoRI-EcoRI a ete ensuite ligature avec le vecteur pGEM-7 (Promega, Medical 
Supply Company, Dublin, Ireland), pr6alablement dig6re par les memes enzymes 
de restriction et d6phosphoryle, en suivant les techniques standards de clonage 
(Sambrook J. et al. Molecular cloning : A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold 

30 Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New york. 1989). Les plasmides 
obtenus ont 6te transformes dans une souche hote Escherichia co/i JM109 
(Stratagene, La Jolla, USA) selon les techniques standards. Le fragment de 
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restriction EcoRI-EcoRI de id souche PCV lmp.999 a egalement ete clone dans le 
site EcoRI du vecteur pBlueScript SK+ (Stratagene Inc. La Jolla, USA). Parmi les 
clones obtenus pour chaque souche hote, au moins 2 clones contenant les 
fragments de la taille attendue ont ete selectionnes. Les clones obtenus ont alors 
5 et6 cultives et les plasmides contenant le genome complet de la souche lmp.999 
ont ete purifies en petit volume (2 ml) ou en grand volume (250 ml) selon les 
techniques standards de preparation et de purification des plasmides. 

Exemple 10 : Sequengage de I'ADN genomique (forme replicative double brin) de 
10 la souche PCV lmp.999. 

La sequence nucleotidique de 2 clones EcoRI lmp.999 (clones pGEM-7/2 
et pGEM-7/8) a ete determinee selon la technique des dideoxynucleotides de 
Sanger en utilisant le kit de sequengage "AmpliTaq DNA polymerase FS" (Cat # 
402079 PE Applied Biosystems, Warrington, UK) et un appareil de sequengage 

15 automatique Applied BioSystems ABI373A selon les recommandations du 
fournisseur. Les reactions de sequengage initiates ont ete faites avec les primers 
universels Ml 3 "forward" et "reverse". Les reactions de sequengage suivantes 
ont ete generees selon la technique de "marche sur I'ADN". Les oligonucleotides 
necessaires a ces sequengages ulterieurs ont ete synthetises par Life 

20 Technologies (Inchinnan Business Park, Paisley, UK). 

Les sequences generees ont ete assemblies et analysees au moyen du 
logiciel MacDNASIS version 3.2. (Cat # 22020101, Appligene, Durham, UK). Les 
differents cadres ouverts de lecture ont 6t6 analyses au moyen de I'algorithme 
BLAST disponible sur le serve ur du "National Center for Biotechnology 

25 Information (NCBI, Bethesda, MD, USA). 

La sequence complete (fragment EcoRI-EcoRI) obtenue initialement a partir 
du clone pGEM-7/8 (SEQ ID NO : 6) est presence sur la figure N°6. Elle debute 
arbitrairement apres le G du site EcoRI et presente quelques incertitudes sur le 
plan des nucteotidiques. 

30 Le s6quengage a ensuite ete optimise et la SEQ ID NO : 3 (Figure 3) donne 

la sequence totale de cette souche, que Von a fait debute arbitrairement au d<§but 
du site EcoRI, soit le G comme premier nucleotide. 
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On a proced6 d'une maniere similaire pour I'obtention de la sequence des 
trois autres isolats selon I'invention (voir SEQ ID NO : 1, 2 et 4 et figures 1, 2 et 
4). 

La taille du genome de ces quatre souches est : 
5 Imp 101 1-48121 1767 nucleotides 
Imp 1 01 1 -48285 1 767 nucleotides 
Imp 999 1768 nucleotides 

Imp 1010 1768 nucleotides 

10 Exemple 1 1 : Analyse de la sequence de la souche PCV Imp. 999. 

Lorsque la sequence g^neree a partir de la souche lmp.999 a ete utilisee 
pour une recherche d'homologie vis-a-vis des sequences contenues dans la 
banque de donnees GenBank, la seule homologie significative qui ait et6 detectee 
est une homologie d'environ 76 % (au niveau acide nucleique) avec la sequence 

15 de la souche PK/15 (Numeros d'acces Y09921 et U49186) (voir figure N°5). 

Au niveau acides amines, la recherche d'homologie de la traduction des 
sequences dans les 6 phases avec les banques de donnees (algorithme BLAST 
X sur le serveur NCBI) a permis de mettre en evidence une homologie de 94 % 
avec le cadre ouvert de lecture correspondant & la replicase theorique du virus 

20 BBTV similaire aux circovirus de plantes (numero d' identification GenBank 
1841515) cod6e par la sequence GenBank U49186. 

Aucune autre sequence contenue dans les banques de donnees ne montre 
d'homologie significative avec la sequence g6n£r6e a partir de la souche PCV 
lmp.999. 

25 L'analyse des sequences obtenues £ partir de la souche lmp.999 cultivee 

& partir de lesions prelevees sur des porcelets californiens presentant des signes 
cliniques du syndrome de d£perissement generalise montre ciairement que cet 
isolat viral est une nouvelle souche de circovirus porcin. 

30 Exemple 12 : Analyse comparative des sequences 

L'alignement des sequences nucleotidiques des 4 nouvelles souches PCV 
a et6 fait avec la sequence de la souche PCV PK/15 (figure 5). Une matrice 
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d'homologie prenant en compte les quatre nouvelles souches et la souche 
anterieure PK/15 a ete realisee. Les resultats sont les suivants : 

1 : Imp 1011-48121 

2 : Imp 1011-48285 
5 3 : Imp 999 

4 : Imp 1010 

5 : PK/15 



1 2 3 4 5 



1 


1,0000 


0,9977 


0,9615 


0,9621 


0,7600 


2 




1,0000 


0,9621 


0,9632 


0,7594 


3 






1 ,0000 


0,9949 


0,7560 


4 








1,0000 


0,7566 


5 










1 ,0000 



15 

L'homologie entre les deux souches frangaises Imp 1011-48121 et Imp 
101 1-48285 est superieure k 99 % (0,9977). 

L'homologie entre les deux souches nord-americaines Imp 999 et Imp 1010 
est aussi superieure & 99 % (0,9949). L'homologie entre souches frangaises et 
20 souches nord-americaines est un peu superieure £ 96 %. 

L'homologie de toutes ces souches avec PK/15 tombe a une valeur 
comprise entre 75 et 76 %. 

On en d6duit que les souches selon I'invention sont representatives d'un 
nouveau type de circovirus porcin, distinct du type represents par la souche 
25 PK/15. Ce nouveau type, isole de pores presentant le syndrome PMWS, est 
denomm§ circovirus porcin de type II, la PK/15 representant le type I. Les 
souches appartenant £ ce type II presentent une remarquable homogeneity de 
sequence nucl6otidique, alors meme qu'elles ont §t6 isolees dans des regions 
g§ographiques tres eloignees. 

30 

Exemple 13 : Analyse des proteines codees par le genome des nouvelles souches 
PCV. 
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La sequence nucleotidique de I'isolat Imp. 1010 a et6 consideree comme 
representative des autres souches de circovirus associees au syndrome de 
deperissement generalise. Cette sequence a §t6 analys6e plus en detail d I'aide 
de I'algorithme BLASTX (Altschul et at. J. Mol. Biol. 1990. 215. 403-410) et 
5 d'une combinaison de programmes de I'ensemble de logiciels MacVector 6.0 
(Oxford Molecular Group, Oxford 0X4 4GA, UK). II a ete possible de d6tecter 13 
cadres ouverts de lecture (ou COLs) d'une taille superieure h 20 acides amines 
sur cette sequence (genome circuiaire). Ces 13 COLs sont les suivants : 



Nom 


Debut 


Fin 


Brin 


Taille du COL 
(nucleotides (nt)) 


Taillp nrntpinp 

(acides amines (aa)) 


COL1 


103 


210 


sens 


108 nt 


35 aa 


COL2 


1180 


1317 


sens 


138 nt 


45 aa 


COL3 


1363 


1524 


sens 


162 nt 


53 aa 


C0L4 


398 


1342 


sens 


945 nt 


314 aa 


COL5 


900 


1079 


sens 


180 nt 


59 aa 


C0L6 


1254 


1334 


sens 


81 nt 


26 aa 


COL7 


1018 


704 


antisens 


315 nt 


104 aa 


COL8 


439 


311 


antisens 


129 nt 


42 aa 


COL9 


190 


101 


antisens 


90 nt 


29 aa 


COL10 


912 


733 


antisens 


180 nt 


59 aa 


C0L11 


645 


565 


antisens 


81 nt 


26 aa 


COL12 


1100 


1035 


antisens 


66 nt 


21 aa 


COL13 


314 


1381 


antisens 


702 nt 


213 aa 



25 Les positions de debut et de fin de chaque COL se referent a la sequence 

presentee sur la figure N° 4 (SEQ ID N° 4), du genome de la souche 1010. Les 
limites des COLs 1 a 13 sont identiques pour la souche 999. Elles le sont aussi 
pour les souches 101 1-48121 et 1011-48285, sauf pour les COLs 3 et 13 : 
COL3 1432-1539, sens, 108 nt, 35aa 

30 COL13 314-1377, antisens, 705 nt, 234 aa. 

Parmi ces 13 COLs, 4 presenters une homologie significative avec des 
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COLs analogues situes sur le genome du virus clone PCV PK-15. Chacun des 
cadres ouverts de lecture presents sur le genome de tous les isolats de circovirus 
associes au syndrome de deperissement generalise a ete analyse. Ces 4 COLs 
sont les suivants : 



Norn 


Debut 


Fin 


Brin 


Tailie du 
COL (nt) 


Tailie proteine 
(acides amines) 


Masse 
moleculaire 


C0L4 


398 


1342 


sens 


945 nt 


314 aa 


37,7 kDa 


COL7 


1018 


704 


antisens 


315 nt 


104 aa 


11,8 kDa 


COL10 


912 


733 


antisens 


180 nt 


59 aa 


6,5 kDa 


COL13 


314 


1381 


antisens 


702 nt 


233 aa 


27,8 kDa 



Les positions de debut et de fin de chaque COL se referent a la sequence 
presentee sur la figure N° 4 (SEQ ID N° 4). La tailie du COL (en nucleotides = 
nt) inclut le codon stop. 



La comparaison entre I'organisation genomique des isolats PCV Imp. 1010 
et PCV PK-15 a permis Identification de 4 COLs conserves dans le genome des 
deux virus. Le tableau ci-dessous presente les degres d'homologie observes: 



COL lmp.1010/COL PCV PK-15 


Pourcentage d'homologie 


C0L4/C0L1 


86 % 


C0L13/C0L2 


66,4 % 


COL7/COL3 


61,5 % (au niveau du 
recouvrement (104 aa) 


COL10/COL4 


83 % (au niveau du 
recouvrement (59 aa) 



La plus grande identite de sequence a et§ observee entre le C0L4 Imp. 
1010 et le COL1 PK-15 (86% d'homologie). Ceci etait attendu dans la mesure ou 
cette proteine est probablement impliquee dans la replication de I'ADN viral et 
est essentielle pour la replication virale (Meehan et al. J. Gen. Virol. 1997. 78. 
221-227; Mankertz et al. J. Gen. Virol. 1998. 79. 381-384). 

L'identite de sequence entre le COL13 Imp. 1010 et le COL2 PK-15 est 
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moins forte (66,4% d'homologie), mais chacun de ces deux COLs pr6sente bien 
une region basique N-terminale tres conservee, qui est identique a la region N- 
terminale de la proteine structurale majeure du circovirus aviaire CAV (Meehan 
et aL Arch. Virol. 1992. 124, 301-319), De plus grandes differences sont 
5 observees entre C0L7 Imp. 1010 et COL3 PK-15 et entre COL10 Imp. 1010 et 
COL4 PK-15. Dans chaque cas, il existe une d6letion de la region C-terminale des 
COL7 et COL10 de I'isolat Imp. 1010 lorsqu'on les compare aux COL3 et COL4 
de PCV PK-15. La plus haute homologie de sequence est observee au niveau des 
regions N-terminales de COL7/COL3 (61,5% d'homologie au niveau du 
10 recouvrement) et de COL10/COL4 (83% d'homologie au niveau du 
recouvrement). 

II apparait que ('organisation genomique du circovirus porcin est assez 
complexe suite a I'extreme compacit6 de son genome. La proteine structurale 
majeure est probabiement issue d'un epissage entre plusieurs cadres de lecture 

15 situes sur le meme brin du genome du circovirus porcin. On peut done considerer 
que tout cadre ouvert de lecture (COL1 a COL13) tel que decrit dans le tableau 
ci-dessus, peut representer tout ou partie d'une proteine antigenique codee par 
le circovirus porcin de type II et est done potentiellement un antigene utilisable 
pour le diagnostic specrfique et/ou pour la vaccination. L'invention concerne done 

20 toute proteine comprenant au moins un de ces COLs. De preference, l'invention 
concerne une proteine formee essentiellement par les C0L4, COL7, COL10 ou 
COL13. 

Exemple 14 : Caractere infectieux du genome PCV clone a partir des nouvelles 
25 souches. 

Le plasmide pGEM-7/8 contenant le genome complet (forme replicative) de 
I'isolat Imp. 999 a ete transfecte dans des cellules PK/15 selon la technique 
decrite par Meehan B. et aL (Characterization of viral DNAs from cells infected 
with chicken anemia agent : sequence analysis of the cloned replicative form and 
30 transfection capabilities of cloned genome fragments. Arch. Virol. 1992. 124. 
301-319). L'analyse par immunofluorescence (voir exemple 4) realisee sur le 
premier passage aprds transfection sur cellules PK/15 non contaminees a montre 
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que le plasmide du clone pGEM7/8 6tait capable d'induire la production de virus 
PCV infectieux. La disponibilite d'un clone contenant un materiel g6n§tique PCV 
infectieux permet toute manipulation utile sur le genome viral afin de produire des 
virus PCV modifies (soit attenues chez le pore, soit defectifs) utilisables pour la 
5 production de vaccins attenues ou recombines, ou pour la production d'antigenes 
pour des trousses de diagnostic. 

Exemple 15 : Production des antigenes PCV par culture in vitro 

La culture des cellules PK/15 non contamin6es et la multiplication virale 
10 sont realisees selon les memes modalites qu'd I'exemple 1. Les cellules infectees 
sont recoltees aprds trypsination aprds 4 jours d'incubation a 37 °C et numerees. 
Le passage suivant est inocute avec 400 000 cellules infectees par ml. 

Exemple 16 : Inactivation des antigenes viraux 

15 En fin de culture virale, les cellules infectees sont recoltees et lysees par 

ultrasons (Branson Sonifier) ou & I'aide d'un broyeur colloidal de type rotor-stator 
(UltraTurrax, IKA). La suspension est ensuite centrifugee a 3700 g pendant 30 
minutes. La suspension virale est inactivee par 0,1 % d'dthyldne imine pendant 
18 heures a +37°C ou par 0,5 % de beta-propiolactone pendant 24 heures a 

20 +28°C. Si le titre du virus avant inactivation est insuffisant, ia suspension virale 
est concentree par ultrafiltration en utiiisant une membrane avec un seuil de 
coupure de 300 kDa (Millipore PTMK300). La suspension virale inactivee est 
conservee a +5°C. 

25 Exemple 17 : Preparation du vaccin sous forme d'emulsion & base d'huile 
minerale. 

Le vaccin est prepare selon la formule suivante : 

- suspension de circovirus porcin inactive : 250 ml 

- Montanide® ISA 70 (SEPPIC): 750 ml 

30 La phase aqueuse et la phase huileuse sont sterilis£es s6parement par filtration. 
L'emulsion est preparee par melange et homogeneisation des ingredients a I'aide 
d'un emulseur k turbine Silverson. 
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Une dose de vaccin contient environ 10 7 - 5 DICT50. Le volume d'une dose 
de vaccin est de 0,5 ml pour administration par voie intradermique, et de 2 ml 
pour administration par voie intramusculaire. 

Exemple 18 : Preparation du vaccin sous forme d'emulsion a base d'huile 
5 metabolisable. 

Le vaccin est prepaid selon la formule suivante : 

- suspension de circovirus porcin inactive : 200 ml 

- Dehymuls HRE 7 (Henkel) : 60 ml 

- Radia 7204 (Oleofina) : 740 ml 

10 La phase aqueuse et la phase huileuse sont sterilisees separement par 

filtration. L'emulsion est preparee par melange et homogeneisation des 
ingredients d 1'aide d'un emulseur a turbine Silverson. 

Une dose de vaccin contient environ 10 7 ' 5 DICT50. Le volume d'une dose 
de vaccin est de 2 ml pour administration par voie intramusculaire. 

15 

Exemple 19 : Resultats d'immunofluorescence indirecte vis-a-vis des souches de 
virus PCV US et fran?aise et du contaminant PK/15 avec un serum hyperimmun 
(PCV-T), un panel d'anticorps monoclonaux F99, prepares a partir de PK/15 et 
un serum hyperimmun prepare a partir de la souche canadienne (PCV-C) 

20 



25 



30 
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VIRUS 




PK/15 


USA 


France 


PCV-T antiserum 


^ 6 400 


200 


800 


PCV-C antiserum 


200 


> 6,400 


;> 6,400 


F99 1H4 


* 10 000 


<100 


100 


F99 4B10 


*10000 


<100 


<100 


F99 2B7 


* 10 000 


100 


<100 


F99 2E12 


* 10 000 


<100 


<100 


F99 1C9 


^ 10 000 


<100 


100 


F99 2E1 


^ 10 000 


<100 


<100 


F99 1H4 

- 


* 10 000 


100 


<100 



* inverse de la derniere dilution du serum ou de I'anticorps monoclonal qui 
15 donne une reaction positive en immunofluorescence indirecte. 



20 



25 



30 
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R EVEN DIC ATIONS 



1. Preparation purifiee de circovirus porcin de type II. 

5 

2. Preparation purifiee de circovirus porcin choisie dans le groupe 
consistant dans les preparations d£posees aupres de I'ECACC, sous les 
references suivantes: 

- n° d'acces V97100219 
10 - n° d'acces V97100218 

- n° d'acces V97100217 

- n° d'acces V98011608 

- n° d'acces V9801 1609. 

IS 3. Preparation de circovirus porcin produit sur, et isole de cellules en 

culture cellulaire in vitro, ces cellules ayant ete infectees par un circovirus porcin 
susceptible d'etre isole d'un echantillon physiologique ou d'un prelevement 
tissulaire, notamment de lesions, d'un pore presentant le syndrome PMWS. 

20 4. Preparation de circovirus porcin selon la revendication 3, produit sur, et 

isole d'une lignee cellulaire de rein de pore. 

5. Preparation selon la revendication 4, produit sur, et isole de cellules 
PK/15 indemnes de contamination par PCV. 

25 

6. Extrait ou surnageant de culture recueilli d'une culture cellulaire in vitro 
de cellules que Ton a infectdes & I'aide d'un circovirus selon la revendication 1 . 

7. Preparation antigenique recueillie d'une culture cellulaire in vitro de 
30 cellules que Ton a infectees d I'aide d'un circovirus selon la revendication 1 . 



8.Vaccin comprenant une preparation antigenique selon la revendication 
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7, ou un surnageant ou extrait de cultures selon la revendication 6, comprenant 
du circovirus porcin comme antigene. 

9. Vaccin selon la revendication 8, caracterise en ce que le vaccin 
comprend de I'antigene entier vivant attenue, dans un vehicule ou diluant 
acceptable sur le plan veterinaire et eventuellement un adjuvant acceptable sur 
le plan veterinaire ainsi qu'eventuellement un stabilisateur de lyophilisation. 



10. Vaccin selon la revendication 9, caracterisd en ce que I'antigene est 
10 inactive et le vaccin comprend en outre un vehicule ou diluant acceptable sur le 
plan veterinaire et Eventuellement un adjuvant acceptable sur le plan veterinaire. 



11. Fragment d'ADN contenant une sequence choisie dans le groupe 
consistant dans les sequences referenc6es SEQ ID NO : 1 
IS SEQ ID NO : 2 

SEQ ID NO : 3 
SEQ ID NO : 4 
SEQ ID NO : 6. 



20 12. Fragment d'ADN contenent un COL choisi dans le groupe consistant 

en COLs 1 a 13. 

13. Fragment d'ADN selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il 
contient un COL choisi dans le groupe consistant en les COLs 4, 7, 10 et 13. 

25 

14. Polypeptide cod6 par un fragment d'ADN selon Tune des 
revendications 11 d 13. 

15. Vecteur d'expression in vitro comprenant, integre dans son genome, 
30 une sequence ou fragment d'ADN selon I'une des revendications 11 d 13, de 

maniere £ pouvoir etre exprimee in vitro. 



WO 99/18214 PCT/FR98/02107 

30 

16. Vecteur d 'expression selon la revendication 15, caract6ris£ en ce qu'il 
est choisit parmi E. coli et baculovirus. 

17. Polypeptides produits par un vecteur d'expression selon la 
5 revendication 15 ou 16, eventuellement purifies. 

18. Vaccin de sous-unit6, comprenant au moins un polypeptide selon la 
revendication 14 ou 17 dans un diluant ou vehicule acceptable sur le plan 
veterinaire, et eventuellement un adjuvant acceptable sur le plan veterinaire. 

10 

19. Vecteur d'expression in vivo comprenant, integre dans son genome, 
un fragment d'ADN selon Tune des revendications 1 1 & 1 3, de maniere £ pouvotr 
I'exprimer in vivo. 

15 20. Vecteur d'expression selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il 

est choisi parmi les virus vivants capables de se multiplier chez le pore sans etre 
pathogdnes pour cet animal, et les plasmides. 

21. Vecteur d'expression selon la revendication 20, caracterise en ce que 
20 le vecteur viral est choisi parmi les herpes virus du pore, tel que le virus de la 

maladie d'Aujeszky, I'adenovirus porcin, les poxvirus, notamment le virus de la 
vaccine, I'avipox, le canarypox, le swinepox. 

22. Vaccin vivant ou plasmidique, caracterise en ce qu'il comprend un 
25 vecteur d'expression selon I'une des revendications 19 d 21 dans un vehicule ou 

diluant acceptable sur le plan vet6rinaire. 

23. Vaccin selon I'une des revendications 8 £ 10, 18 et 22, caracterise en 
ce qu'il comprend des antigdnes de plusieurs des circovirus tels que d6finis aux 

30 revendications 1 & 4. 



24. Vaccin selon I'une des revendications 8 £ 10, 18, 22, 23, caracterise 
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en ce qu'il comprend en outre au moins une autre valence correspondant £ un 
autre pathogene du pore. 



25. Vaccin selon la revendication 24, caractdrise en ce qu'il comprend au 
5 moins une autre valence choisie dans le groupe consistant en PRRS, Mycoplasma 

hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, E. coli, rhinite atrophique, 
maladie d'Aujeszky, peste porcine classique, grippe porcine. 

26. Vaccin selon la revendication 24, caract£ris6 en ce qu'il comprend au 
10 moins une autre valence choisie dans le groupe consistant en PRRS et 

Mycoplasma hyopneumoniae. 

27. Sonde ou amorce comprenant tout ou partie de la sequence selon Tune 
des revendications 11 d 13. 

15 

28. Anticorps polyclonaux ou monoclonaux prepares a partir du circovirus 
selon I'une des revendications 1 a 5, des polypeptides selon la revendication 1 4 
ou 17 ou leurs fragments. 

20 29. M6thode de detection du circovirus porcin, dans lequel, dans un 

echantillon de fluide physiologique ou un prelevement de tissu d'un pore d tester, 
on recherche la presence d'un antigene en cherchant d d§tecter soit I'antig&ne 
lui-meme soit des anticorps diriges contre cet antigene. 

25 



30 
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Figure N° l 
Sequence de l'isolat PCV Imploll-48121 (SEQ ID N«l) 

1 AATTCAACCT TAACCTTTCT TATTCTGTAG TATTCAAAGG GCACAGAGCG 

51 GGGGTTTGAG CCCCCTCCTG GGGGAAGAAA GTCATTAATA TTGAATCTCA 

101 TCATGTCCAC CGCCCAGGAG GGCGTTCTGA CTGTGGTTCG CTTGACAGTA 

151 TATCCGAAGG TGCGGGAGAG GCGGGTGTTG AAGATGCCAT TTTTCCTTCT 

201 CCAGCGGTAA CGGTGGCGGG GGTGGACGAG CCAGGGGCGG CGGCGGAGGA 

251 TCTGGCCAAG ATGGCTGCGG GGGCGGTGTC TTCTTCTCCG GTAACGCCTC 

301 CTTGGATACG TCATATCTGA AAACGAAAGA AGTGCGCTGT AAGTATTACC 

351 AGCGCACTTC GGCAGCGGCA GCACCTCGGC AGCACCTCAG CAGCAACATG 

401 CCGAGCAAGA AGAATGGAAG AAGCGGACCC CAACCCCATA AAAGGTGGGT 

451 GTTCACTCTG AATAATCCTT CCGAAGACGA GCGCAAGAAA ATACGGGATC 

501 TTCCAATATC CCTATTTGAT TATTTTATTG TTGGCGAGGA GGGTAATGAG 

S51 GAAGGACGAA CACCTCACCT CCAGGGGTTC GCTAATTTTG TGAAGAAGCA 

601 GACTTTTAAT AAAGTGAAGT GGTATTTGGG TGCCCGCTGC CACATCGAGA 

651 AAGCGAAAGG AACAGATCAG CAGAATAAAG AATACTGCAG TAAAGAAGGC 

701 AACTTACTGA TGGAGTGTGG AGCTCCTAGA TCTCAGGGAC AACGGAGTGA 

751 CCTGTCTACT GCTGTGAGTA CCTTGTTGGA GAGCGGGAGT CTGGTGACCG 

801 TTGCAGAGCA GCACCCTGTA ACGTTTGTCA GAAATTTCCG CGGGCTGGCT 

851 GAACTTTTGA AAGTGAGCGG GAAAATGCAG AAGCGTGATT GGAAGACTAA 

901 TGTacACGTC ATTGTGGGGC CACCTGGGTG TGGTAAAAGC AAATGGGCTG 

951 CTAATTTTGC AGACCCGGAA ACCACATACT GGAAACCACC TAGAAACAAG 

1001 TGGTGGGATG GTTACCATGG TGAAGAAGTG GTTGTTATTG ATGACTTTTA 

1051 TGGCTGGCTG CCCTGGGATG ATCTACTGAG ACTGTGTGAT CGATATCCAT 

1101 TGACTGTAGA GACTAAAGGT GGAACTGTAC CTTTTTTGGC CCGCAGTATT 

1151 CTGATTACCA GCAATCAGAC CCCGTTGGAA TGGTACTCCT CAACTGCTGT 

1201 CCCAGCTGTA GAAGCTCTTT ATCGGAGGAT TACTTCCTTG GTATTTTGGA 
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Figure N° 1 (suite et fin) 



1251 


AGAATGCTAC 


AGAACAATCC 


ACGGAGGAAG 


GGGGCCAGTT 




1301 


TCCCCCCCAT 


GCCCTGAATT 


TCCATATGAA 


ATAAATTACT 


VJIWJ X n_ X X X X X 


1351 


TATCACTTCG 


TAATGGTTTT 


TATTATTCAT 


TAAGGGTTAA 


U1UUV3UV3\31C 


1401 


TTTAAGATTA 


AATTCTCTGA 


ATTGTACATA 


CATGGTTAPA 


V v O\OM.X>VX xvjx 


1451 


ATTCCTGGTC 


GTATATACTG 


TTTTCGAACCI 


CCCZ ZV CZ 
x V3V.v,unu 




1501 


TCtACATTTC 


CAGCAGTTTG 


TAGTCTCAGC 


CACAGCTGGT 


TTCTTTTGTT 


1551 


GTTTGGTTGG 


AAGTAATCAA 


TAGTGGAATC 


TAGGACAGGT 


TTGGGGGTAA 


1601 


AGTAGCGGGA 


GTGGTAGGAG 


AAGGGCTGGG 


TTATGGTATG 


GCGGGAGGAG 


1651 


TAGTTTACAT 


AGGGGTCATA 


GGTGAGGGCT 


GTGGCCTTTG 


TTACAAAGTT 


1701 


ATCATCTAGA 


ATAACAGCAC 


TGGAGCCCAC 


TCCCCTGTCA 


CCCTGGGTGA 


1751 


TCGGGGAGCA 


GGGCCAG 
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Figure N° 2 

Sequence de l'isolat PCV ImplOll-48285 (SEQ ID N<>2) 

1 AATTCAACCT TAACCTTTCT TATTCTGTAG TATTCAAAGG GCACAGAGCG 
51 GGGGTTTGAG CCCCCTCCTG GGGGAAGAAA GTCATTAATA TTGAATCTCA 

101 TCATGTCCAC CGCCCAGGAG GGCGTTTTGA CTGTGGTTCG CTTGACAGTA 

151 TATCCGAAGG TGCGGGAGAG GCGGGTGTTG AAGATGCCAT TTTTCCTTCT 

201 CCAGCGGTAA CGGTGGCGGG GGTGGACGAG CCAGGGGCGG CGGCGGAGGA 

251 TCTGGCCAAG ATGGCTGCGG GGGCGGTGTC TTCTTCTCCG GTAACGCCTC 

301 CTTGGATACG TCATATCTGA AAACGAAAGA AGTGCGCTGT AAGTATTACC 

351 AGCGCACTTC GGCAGCGGCA GCACCTCGGC AGCACCTCAG CAGCAACATG 

401 CCCAGCAAGA AGAATGGAAG AAGCGGACCC CAACCCCATA AAAGGTGGGT 

451 GTTCACTCTG AATAATCCTT CCGAAGACGA GCGCAAGAAA ATACGGGATC 

501 TTCCAATATC CCTATTTGAT TATTTTATTG TTGGCGAGGA GGGTAATGAG 

551 GAAGGACGAA CACCTCACCT CCAGGGGTTC GCTAATTTTG TGAAGAAGCA 

601 GACTTTTAAT AAAGTGAAGT GGTATTTGGG TGCCCGCTGC CACATCGAGA 

651 AAGCGAAAGG AACAGATCAG CAGAATAAAG AATACTGCAG TAAAGAAGGC 

701 AACTTACTGA TGGAGTGTGG AGCTCCTAgA TCTCAgGGAC AACGGAGTGA 

751 CCTGTCTACT GCTGTGAGTA CCTTGTTGGA GAGCGGGAGT CTGGTGACCG 

801 TTGCAGAGCA GCACCCTGTA ACGTTTGTCA GAAATTTCCG CGGGCTGGCT 

851 GAACTTTTGA AAGTGAGCGG GAAAATGCAG AAGCGTGATT GGAAGACTAA 

901 TGTACACGTC ATTGTGGGGC CACCTGGGTG TGGTAAAAGC AAATGGGCTG 

951 CTAATTTTGC AGACCCGGAA ACCACATACT GGAAACCACC TAGAAACAAG 

1001 TGGTGGGATG GTTACCATGG TGAAGAAGTG GTTGTTATTG ATGACTTTTA 

1051 TGGCTGGCTG CCCTGGGATG ATCTACTGAG ACTGTGTGAT CGATATCCAT 

1101 TGACTGTAGA GACTAAAGGT GGAACTGTAC CTTTTTTGGC CCGCAGTATT 

1151 CTGATTACCA GCAATCAGAC CCCGTTGGAA TGGTACTCCT CAACTGCTGT 

1201 CCCAGCTGTA GAAGCTCTTT ATCGGAGGAT TACTTCCTTG GTATTTTGGA 
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1251 AGAATGCTAC AGAACAATCC ACGGAGGAAG GGGGCCAGTT CGTCACCCTT 

1301 TCCCCCCCAT GCCCTGAATT TCCATATGAA ATAAATTACT GAGTCTTTTT 

1351 TATCACTTCG TAATGGTTTT TATTATTCAT TAAGGGTTAA GTGGGGGGTC 

1401 TTTAAGATTA AATTCTCTGA ATTGTACATA CATGGTTACA CGGATATTGT 

1451 ATTCCTGGTC GTATATACTG TTTTCGAACG CAGTGCCGAG GCCTACGTGG 

1501 TCTACATTTC CAGTAGTTTG TAGTCTCAGC CACAGCTGAT TTCTTTTGTT 

1551 GTTTGGTTGG AAGTAATCAA TAGTGGAATC TAGGACAGGT TTGGGGGTAA 

1601 AGTAGCGGGA GTGGTAGGAG AAGGGCTGGG TTATGGTATG GCGGGAgGAG 

1651 TAGTTTACAT AGGGGTCATA GGTGAgGGCT GTGGCCTTTG TTACAAAGTT 

1701 ATCATCTAGA ATAACAGCAC TGGAGCCCAC TCCCCTGTCA CCCTGGGTGA 

1751 TCGGGGAGCA GGGCCAG 
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Figure N° 3 

Sequence de 1'isolat PCV Imp999 (SEQ ID N°3) 

1 AATTCAACCT TAACCTTTTT TATTCTGTAG TATTCAAAGG GTATAGAGAT 

51 TTTGTTGGTC CCCCCTCCCG GGGGAACAAA GTCGTCAATA TTAAATCTCA 

101 TCATGTCCAC CGCCCAGGAG GGCGTTCTGA CTGTGGTAGC CTTGACAGTA 

151 TATCCGAAGG TGCGGGAGAG GCGGGTGTTG AAGATGCCAT TTTTCCTTCT 

201 CCAACGGTAG CGGTGGCGGG GGTGGACGAG CCAGGGGCGG CGGCGGAGGA 

251 TCTGGCCAAG ATGGCTGCGG GGGCGGTGTC TTCTTCTGCG GTAACGCCTC 

3 01 CTTGGATACG TCATAGCTGA AAACGAAAGA AGTGCGCTGT AAGTATTACC 

3 51 AGCGCACTTC GGCAGCGGCA GCACCTCGGC AGCACCTCAG CAGCAACATG 

4 01 CCCAGCAAGA AGAATGGAAG AAGCGGACCC CAACCACATA AAAGGTGGGT 
451 GTTCACGCTG AATAATCCTT CCGAAGACGA GCGCAAGAAA ATACGGGAGC 
501 TCCCAATCTC CCTATTTGAT TATTTTATTG TTGGCGAGGA GGGTAATGAG 
551 GAAGGACGAA CACCTCACCT CCAGGGGTTC GCTAATTTTG TGAAGAAGCA 
601 AACTTTTAAT AAAGTGAAGT GGTATTTGGG TGCCCGCTGC CACATCGAGA 
651 AAGCCAAAGG AACTGATCAG CAGAATAAAG AATATTGCAG TAAAGAAGGC 
701 AACTTACTTA TTGAATGTGG AGCTCCTCGA TCTCAAGGAC AACGGAGTGA 
751 CCTGTCTACT GCTGTGAGTA CCTTGTTGGA GAGCGGGAGT CTGGTGACCG 
801 TTGCAGAGCA GCACCCTGTA ACGTTTGTCA GAAATTTCCG CGGGCTGGCT 
851 GAACTTTTGA AAGTGAGCGG GAAAATGCAG AAGCGTGATT GGAAGACCAA 
901 TGTACACGTC ATTGTGGGGC CACCTGGGTG TGGTAAAAGC AAATGGGCTG 
951 CTAATTTTGC AGACCCGGAA ACCACATACT GGAAACCACC TAGAAACAAG 

1001 TGGTGGGATG GTTACCATGG TGAAgAAGTG GTTGTTATTG ATGACTTTTA 

1051 TGGCTGGCTG CCGTGGGATG ATCTACTGAG ACTGTGTGAT CGATATCCAT 

1101 TGACTGTAGA GACTAAAGGT GGAACTGTAC CTTTTTTGGC CCGCAGTATT 

1151 CTGATTACCA GCAATCAGAC CCCGTTGGAA TGGTACTCCT CAACTGCTGT 

1201 CCCAGCTGTA GAAGCTCTCT ATCGGAGGAT TACTTCCTTG GTATTTTGGA 
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1251 


AGAATGCTAC 


AGAACAATCC 


ACGGAGGAAG 


GGGGCCAGTT 


CGTCACCCTT 


1301 


TCCCCCCCAT 


GCCCTGAATT 


TCCATATGAA 


ATAAATTACT 


GAGTCTTTTT 


1351 


TATCACTTCG 


TAATGGTTTT 


TATTATTCAT 


TTAGGGTTTA AGTGGGGGGT 


1401 


CTTTAAGATT 


AAATTCTCTG 


AATTGTACAT 


ACATGGTTAC 


ACGGATATTG 


1451 


TAGTCCTGGT 


CGTATATACT 


GTTTTCGAAC 


GCAGTGCCGA 


GGCCTACGTG 


J-bUl 


GTCCACATTT 


CTAGAGGTTT 


GTAGCCTCAG 


CCAAAGCTGA 


TTCCTTTTGT 


1551 


TATTTGGTTG 


GAAGTAATCA 


ATAGTGGAGT 


CAAGAACAGG 


TTTGGGTGTG 


1601 


AAGTAACGGG 


AGTGGTAGGA 


GAAGGGTTGG 


GGGATTGTAT 


GGCGGGAGGA 


1651 


GTAGTTTACA 


TATGGGTCAT 


AGGTTAGGGC 


TGTGGCCTTT 


GTTACAAAGT 


1701 


TATCATCTAG 


AATAACAGCA 


GTGGAGCCCA 


CTCCCCTATC 


ACCCTGGGTG 


1751 


ATGGGGGAGC 


AGGGCCAG 
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Figure N° 4 

Sequence de l'isolat PCV ImplOlO (SEQ ID N°4) 



1 


AATTCAACCT 


TAACCTTTCT 


TATTCTGTAG 


TATTCAAAGG 


GTATAGAGAT 


51 


TTTGTTGGTC 


CCCCCTCCCG 


GGGGAACAAA 


GTCGTCAATT 


TTAAATCTCA 


101 


TCATGTCCAC 


CGCCCAGGAG GGCGTTGTGA CTGTGGTACG 


CTTGACAGTA 


151 


TATCCGAAGG 


TGCGGGAGAG 


GCGGGTGTTG 


AAGATGCCAT 


TTTTCCTTCT 


201 


CCAACGGTAG 


CGGTGGCGGG 


GGTGGACGAG 


CCAGGGGCGG 


CGGCGGAGGA 


251 


TCTGGCCAAG 


ATGGCTGCGG 


GGGCGGTGTC 


TTCTTCTGCG 


GTAACGCCTC 


301 


CTTGGATACG 


TCATAGCTGA AAACGAAAGA AGTGCGCTGT 


AAGTATTACC 


351 


AGCGCACTTC 


GGCAGCGGCA 


GCACCTCGGC 


AGCACCTCAG 


CAGCAACATG 


401 


CCCAGCAAGA 


AGAATGGAAG 


AAGCGGACCC 


CAACCACATA 


AAAGGTGGGT 


451 


GTTCACGCTG 


AATAATCCTT 


CCGAAGACGA 


GCGCAAGAAA 


ATACGGGAGC 


501 


TCCCAATCTC 


CCTATTTGAT 


TATTTTATTG 


TTGGCGAGGA 


GGGTAATGAG 


551 


GAAGGACGAA 


CACCTCACCT 


\- UAvarCiGGTTC 


GCTAATTTTG 


TGAAGAAGCA 


601 


AAuttttAAT 


AAAGTGAAGT 


GGTATTTGGG 


TGCCCGCTGC 


CACATCGAGA 


651 


AAGCCAAAGG 


AACTGATCAG 


CAGAATAAAG 


AATATTGCAG 


TAAAGAAGGC 


701 


AACTTACTTA 


TTGAATGTGG 


AGCTCCTCGA 


TCTCAAGGAC 


AACGGAGTGA 


751 


CCTGTCTACT 


GCTGTGAGTA 


CCTTGTTGGA 


GAGCGGGAGT 


CTGGTGACCG 


801 


TTGCAGAGCA 


GCACCCTGTA 


ACGTTTGTCA 


GAAATTTCCG 


CGGGCTGGCT 


851 


GAACTTTTGA 


AAGTGAGCGG 


GAAAATGCAG 


AAGCGTGATT 


GGAAGACCAA 


901 


TGTACACGTC 


ATTGTGGGGC 


CACCTGGGTG 


TGGTAAAAGC 


AAATGGGCTG 


951 


CTAATTTTGC 


AGACCCGGAA 


ACCACATACT 


GGAAACCACC 


TAGAAACAAG 


1001 


TGGTGGGATG 


GTTACCATGG 


TGAAGAAGTG 


GTTGTTATTG 


ATGACTTTTA 


1051 


TGGCTGGCTG 


CCGTGGGATG 


ATCTACTGAG 


ACTGTGTGAT 


CGATATCCAT 


1101 


TGACTGTAGA GACTAAAGGT 


GGAACTGTAC 


CTTTTTTGGC 


CCGCAGTATT 


1151 


CTGATTACCA 


GCAATCAGAC 


CCCGTTGGAA 


TGGTACTCCT 


CAACTG CTGT 


1201 


CCCAGCTGTA 


GAAGCTCTCT 


ATCGGAGGAT 


TACTTCCTTG 


GTATTTTGGA 
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1251 


AGAATGCTAC 


AGAACAATCC 


ACGGAGGAAG 


GGGGCCAGTT 


CGTCACCCTT 




TCCCCCCCAT 


GCCCTGAATT 


TCCATATGAA 


ATAAATTACT 


GAGTCTTTTT 


1351 


TATCACTTCG 


TAATGGTTTT 


TATTATTCAT 


TTAGGGTTTA 


AGTGGGGGGT 


1401 


CTTTAAGATT 


AAATTCTCTG 


AATTGTACAT 


ACATGGTTAC 


ACGGATATTG 


1451 


TAGTCCTGGT 


CGTATTTACT 


GTTTTCGAAC 


GCAGCGCCGA 


GGCCTACGTG 


1501 


GTCCACATTT 


CCAGAGGTTT 


GTAGTCTCAG 


CCAAAGCTGA 


TTCCTTTTGT 


1551 


TATTTGGTTG 


GAAGTAATCA ATAGTGGAGT 


CAAGAACAGG 


TTTGGGTGTG 


1601 


AAGTAACGGG 


AGTGGTAGGA 


GAAGGGTTGG 


GGGATTGTAT 


GGCGGGAGGA 


1651 


GTAGTTTACA 


TATGGGTCAT 


AGGTTAGGGC 


TGTGGCCTTT 


GTTACAAAGT 


1701 


TATCATCTAG 


AATAACAGCA 


GTGGAGCCCA 


CTCCCCTATC 


ACCCTGGGTG 


1751 


ATGGGGGAGC 


AGGGCCAG 
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Figure N° 5 



Alignement multiple de sequences CLUSTAL W 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



AATTCATATTTAGCCTTT 

AATTC^CCTTAACCTTTTTTATTCTGTACT 

AATTC^CCTTAACCTTTCTTATTCT^^ 

AATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGG 

AATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAAA 

****** *** ***** * ** * ******** ***** * *** * 

CCGCCTGAGGGGGGGAGGAACTGGCCGATGTTGAATTTGAGGTAGTTAACATTCC^ 
CCCCCTCCCGGGGGAACAAAGTCGTCAATATTAAATCTCATCATGTCCACCGCCCAGGAG 
CCCCCTCCCGGGGGAACAAAGTCGTCAATTTTAAATCTCATCATC 
CCCCCTCCTGGGGGAAGAAAGTCATTAATATTGAATCTCATCATGTCCACC^ 

CCCCCTCCTGGGGGAAGAAAGTCATTAATATTGAATCTCATCATGTCCACCGCCCAGGAG 

** *** ***** * ** * ** ** ^ * ** ** *** ** 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



GGC- - TGCGAGTATCCTCCTTTT - ATGGTGAGTACAAATTCTGTAGAAAGGCGGGAATTG 
GGCGTTCTGACTCTGGTAGCCTTGACAGTATATCCGAAGGTGCGGGAGAGGCGGGTGTTG 
GGCGTTGTGACTGTGGTACGCTTGACAGTATATCCGA^ 

GGCGTTCTGACTGTGGTTCGCTTGACAGTATATCCGAAGGTGCGGGAGAGGCGGGTGTTG 
GGCGTTTTGACTGTGGTTCGCTTGACAGTATATCCGAAGGTGCGGGA 



*** * ** * * * ** * ** * * ** 



** ******* ***. 



PCVPK- 1 5 AAGATACCCGTCTTTCGGCGCCATCTGTAACGGTTT 

IMP999-ECO AAGATGCCATTTTTCCTTCTCCAACGGTAGCGGTGGC - GGGGGTGGA - CGAGCCAGGGGC 

IMP1 0 10 -ST AAGATGCCATTTTTCCTTCTCCAACGGTAGCGGTGGC - GGGGGTGGA- CGAGCCAGGGGC 

IMP1 0 11-48 AAGATGCCATTTTTCCTTCTCCAGCGGTAACGGTGGC - GGGGGTGGA- CGAGCCAGGGGC 

IMP1 0 11-48 AAGATGCCATTTTTCCTTCTCCAGCGGTAACGGTGGC - GGGGGTGGA - CGAGCCAGGGGC 

***** ** * ** * * *** * **** * * ** ** 1, **** 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



GGTCTTCTCCGGAGGATGTTTCCAAGATGGCTGC^ 

GG CGGCGGAGGATCTGGCCAAGATGGCTGCGGGGGCGGTGTCTTCTTCTGCGGTAA 

GG CGGCGG^GGATCTGGCCAAGATGGCTGCGGGGGCGGTGTCTTCTTCTCCGGTAA 

GG CGGCGGAGGATCTGGCCAAGATGGCTGCGGGGGCGGTGTCTTCTTCTCCGGTAA 

** * ******** * ********************* ******** ****** 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



CGCCTCCTTGGCCACGTCATCCTATAAAAGTGAAAGAAGTGCGCTGCT 
CGCCTCCTTGGATACGTCATAGC - TGAAAACGAAAGAAGTGCGCTGTA- - AGTATTACCA 
CGCCTCCTTGGATACGTCATAGC - TGAAAACGAAAGAAGTGCGCTGTA - - AGTATTACCA 
CGCCTCCTTGGATACGTCATATC - TGAAAACGAAAGAAGTGCGCTGTA- - AGTATTACCA 
CGCCTCCTTGGATACGTCATATC - TGAAAACGAAAGAAGTGCGCTGTA - - AGTATTACCA 
*********** ******* * *** *************** ********** 



PCVPK-15 GCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCG - - TCAGTG- - AAAATGCCAAGCAAGAA 

IMP999-ECO GCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCrCGGCAGCACCTCAGCAGCAACA 

IMP1 0 1 0 - ST GCGCACTTCGGCAGCGGC^GCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGCAACATGCCCAGaVAGA^ 

IMP1 011-48 GCGC^CTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGCAACATGCCGAGCAAGAA 

IMP1 0 11-48 GCG»CTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCrCAGCAGCAA»TGCCCA 



WO 99/18214 



M I 18 



PCT/FR98/O2H07 



Figure N° 5 (suite) 



PCVPK- 15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



PCVPK- 15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



AAGCGGCCCGCAACCCCATAAGAGGTGGGTGTTCACCCTTAATAATCCTTC 

GAATGGAAGAAGCGGACCCCAACCACATAAAAGGTGGGTGTTCACGCTG^ 
GAATGGAAGAAGCGGACCCCAACCACATAAAAGGTGGGT^ 
G AATGGAAGAAG CGGACCCCAACCCCATAAAAGGTGGGTGT^ 
GAATGGAAGAAGCGGACCCCAACCCCATAAAAGGTGGGrnnrrCACT 

****** ** ***** ***** ************** ** *********** 

CGAGGAGGAGAAAAACAAAATACGGGAGCTTCCAATCTCC^^ 

CGAAGACGAGCGCAAGAAAATACGGGAGCTCCCAATCTCCCTATTTGATTA 

CGAAGACGAGCGCAAGAAAATACGGGAGCTCCCAATCTCCCTATTT^ 

CGAAGACGAGCGCAAGAAAATACGGGATCTTCCAATATCCCTATTTGAT^ 

CGAAGACGAGCGGAAGAAAATACGGGATCTTCCAATATCCCT 

*** ** *** ** *********** ** ***** ***** ************ ** 



PCVPK- 15 CGGAGAGGAAGGTTTGGAAGAGGGTAGAACTCCTCACCrc 

IMP9 9 9 -ECO TGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACGAACACCTCACCTCCAGGGGTTCGCT 

IMP 1 0 1 0 - ST TGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACGAACACCTCACCTC 

IMP1 0 11-48 TGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACGAACACCTCACCTCCAGGGGTTCGCTAATTTTGT 
IMP1011-48 TGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACGAACACCTCACCTCCAGGGGTTC^ 

** ***** *** ** ** ** **** ***************** ** ******* 

PCVPK- 15 TAAGAAGCAGACTTTTAACAAGGTGAAGTGGTATTTTGGTGC 
IMP999-ECO GAAGAAGOVAACrTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCC 
IMP1 0 1 0 - ST GAAGAAGCAAACTTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCC 

IMP1 0 11-48 GAAGAAGCAGACTTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAA 
IMP1 011-48 GAAGAAGCAGACTTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAA 
******** ******** ** ************** *********************** 

PCVPK- 15 AGCGAAAGGAACCGACCAGCAGAATAAAGAATACTGCAGTAAAGAAGGCCACATACTTAT 

IMP 9 9 9 - ECO AGCCAAAGGAACTGATCAGCAGAATAAAGAATATTGCAGTAAAGAAGGCAACTTACTTAT 

IMP1 0 1 0 - ST AGCCAAAGGAACTGATCAGC^GAATAAAGAATATTGC^GTAAAG 

IMP 1011-48 AGCGAAAGGAACAGATCAGCAGAATAAAGAATACTGCAGTAAAGAAGGCAACIT 

IMP 1011-48 AGCGAAAGGAACAGATCAGCAGAATAAAGAATACTGCAGTAAAGAAG 

*** ******** ** ***************** *************** ** **** ** 

PCVPK- 1 5 CGAGTGTGGAGCTCCGCGGAACCAGGGGAAGCGCAGCGACCTGTCTACTGCTGTGAGTAC 
IMP9 9 9 - ECO TGAATGTGGAGCTCCTCGATCrCAAGGACAACGGAGTGACCrrGTCTACT 
IMP1 01 0 - ST TGAATGTGGAGCTCCTCGATCTCAAGGACAACGGAGTGACCT 
IMP1 011-48 GGAGTGTGGAGCTCCTAGATCTCAGGGACAACGGAGTGACCTGT 
IMP1 011-48 GGAGTGTGGAGCTCCTAGATCTCJVGGGACAACGGAGTGACCTC^ 

** *********** * ** ** * ** ** *********************** 

PCVPK- 15 CCTTTTGGAGACGGGGTCTTTGGTGACTGTAGCC 
IMP9 9 9 - ECO CTTGTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTra 
IMP1 0 1 0 - ST CTTGTTGGAGAGCGGGAGTCrcGTGACCGTTC 

IMP1011-48 CITGTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCCT 
IMP1 011-48 CTTGTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTGTCAG 
* * ******* *** ******** ** ** ****** *********** *** ** 



• PCVPK - 15 AAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAGATGCAGCAGCGTGATTG 
IMP 9 9 9 - ECO AAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACrTTTGAAAGTC 

IMP 1 0 1 0 - ST AAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTITTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAGAAGCGTGATTG 
IMP10 1 1-48 AAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAGAAGCGTGATTG 
IMP1 011-48 AAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGA 

****************************************** ****** ********** 
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PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



GAAGACAGCTGTACACGTCATAGTGGGCCCrc^ 

GAAGACCAATGTACACGTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGCT 

GAAGACCAATGTACACGTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGT^ 

G AAG ACTAATGTACACGTCATTGTGGGG C CACCTGGGTGTGGTAAAAG CAAATGGGCTGC 
GAAGACTAATGTACACGTCATTGTGGGGCC^ 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



TA ATTTT GCTGAGCCTAGGGACACCTACTGGAAGCCTAGT^ 
TAATTTTGC^GACCCGGAAACCACATACTGGAAACCA 
TA ATTTT GCAGACCCGGAAACCACATACTGGAAACCACCTAGA 
TAATTTTGCAGACCCGGAAACCACATACTGGAAACCACCT 

TAATTTTGCAGACCCGGAAACCACATACTGGAAACCAC CTAGAAACAAGTGGTGGGATGG 



*** ******** *+ 



ATATCATGGAGAAGAAGTTGTTGTTTTGGATGATTTTTATGGCTGGT^ 

TTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACTTTTATGGCrGG 

TTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACTTTTATGG 

TTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACTTTTATGG CTGGCTG C CCTGGGATGA 
TTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACTTTTATGGCTGGCTGCCCT 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



TCTACTGAGACTGTGTGACCGGTATCCATTGACT 

TCTACTGAGACTGTGTGATCGATATCCATTGACTGTAGAGAC^ 

TCTACTGAGACTGTGTGATCGATATCC^TTGACrGTAGAGACTAAAGGTa 

tctack^gactgtgtgatcgatatccattgactgtagagact;^ 
tctactgagactgtgtgatcgatatccattgacrgtagagactaaa 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



TTTTTTGGCCCGCAGTATTTTGATTACCAGCAATCAGGCCCCCCAGGAATG 

TTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGAA 

TTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGAATC 

TTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACCAGCyUVTCAGACCCC 

TTTTTTGGCCCGCAGTATTCrcATTAC 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



AACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAGCTCTCTATCGGAGGATTACTACTTTGCAAT^ 

AACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAGCTCTCTATCGGAGGATTA 

AACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAGCTCTCTATCGGAGGATTAC^ 

AACTGCTGTC CCAGCTGTAGAAGCT CTTTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTTGGi^ 
AACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAGCTCTTTATCGGAGGATTACTTCCTO 



PCVPK- 1 5 GACTGCTGGAGAACAATCC^CGGAGGTACCCGAAGGCCGATTTGAAGCAGTGGACCCACC 

IMP99 9 - ECO GAATGCTACAGAACAATCCACGGAGGAA GGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCC 

IMP1 0 1 0 - ST GAATGCTACAGAACAATCCACGGAGGAA GGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCC 

IMP1 011-48 GAATGCTACAGAACAATCCACGGAGGAA GGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCC 

IMP 1011-48 GAATGCTACAGAACAATCCACGGAGGAA GGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCC 



** **** 



***************** * 



**•* ** 



PCVPK- 1 5 CTGTGCCCITTTCCCATATAAAATAAATTACTGA 

IMP 9 9 9 - ECO ATGCCCTGAATTTC^TATGAAATAAATTACTGAGTCTTTTT TATCACTTCGTAATG 

IMP1010-ST ATGCCCTGAATTTCC^TATGAAATAAATTACTGAGTCTTTCT TATCACTTCGTAATG 

IMP1011-48 ATGCCCTGAATTTC CATATG AAATAAATTACTG AGTCTTTTT - - -TATCACTTCGTAATG 

IMP 1011-48 ATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTCTTTTT TATCACTTCGTAATG 



** ****** ********************** 



****** ******** 
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PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



G 1-rrx-rATT- TTTATTTA- - -TTTA GAGGGTCTTTTAGGATAAATTCTCTGAATTG 

uii-ii-iATTACT 

GTTTTOATTATTCATTAAGGGTT - AAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTG 
GTTTTTATTATTCATTAAGGGTT - AAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTG 
********* ** **+ * ** * * ******** ** *++****^^ A _ A 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP101O-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP1010-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



PCVPK-15 

IMP999-ECO 

IMP101O-ST 

IMP1011-48 

IMP1011-48 



TACAT7VAATAGTCAGCCTTACCACATAATTTTGGGCT 

TACATAC^TGGTTACACGGATATTGTAGTCCTGG - TCGTATATACTX3TTTTCGAACGCAG 
TACATACATGGTTACACGGATATTGTAGTCCTGG - TCGTATTTACTGTTTTCGAACGCAG 
TACATACATGGTTACACGGATATTGTATTCCTGG - TCGTATATACTGTTTTCGAACGCAG 
TACATACATGGTTACACGGATATTGTATTCCTGG - TCGTATATACTGTTTTCGAACGCAG 
****** ******* ** * *** ** * * **** 

AGCCGAGGCCTGTGTGCTCGAGATTGGTGTGGG 

TGCCGAGGCCTACGTGGTCCACATTTCTAGAGGTITGTAG CCTCAG CCAAAG CTG ATTCC 

CGCCGAGGCCTACGTGGTCCACATTTCCAGAGGTTTGTAGTCTCAGCCAAAGCT 

TGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTTCCAGCAGTTTGTAGTCTCA 

TGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTTCCAGTAGTTTGTAGTOTCA^ 
********** *** ** ***** ## + + * ***** ***** ** + 

TTTTATTATTTGGGTGGAACCAATCAATTGTTTGGTCC^ 

TTTTGTTATTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAGTCAAG 

TTTT GTTATTTGGTTGGAAGTAATCAATAC 

TTTTGTTGTTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAATCTAGGACA^ 
TTTTGTTGTTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAATCTAGGACA 

**** ** ***** ***** ******* ** * + ********** ** **** 

ACCTGGAGTGGTAGGTAAAGGGCTGCCTTATGGTGTGGCGGGAGGAGTAGTTAATATAGG 
AACGGGAGTGGTAGGAGAAGGGTTGGGGGATTGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTACATATC 
AACGGGAGTGGTAGGAGAAGGGTTGGGGGATTGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTACATATC 
AGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGTTATGGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTACATAGG 

AGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGTTATGGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTACATAGG 

* * *********** ***** ** ** ** ***************** * + * 

GGTCATAGGCC^GTTGGTGGAGGGGGTTACAAAGTTGGCATCCAAGATAACAACAGTGG 

GGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATCATCTAGAAT^ 

GGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATCATCTAGAATAACAGCA 

GGTCATAGGTGAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATCATCTAGAATAACA 

GGTCATAGGTGAGGGCTGTGGCCTTTGTTAOUUVG 

********* * * **** *********** **** * ****** ** *** 

ACCCAACACCTCTTTGATTAGAGGTGATGGGGTCTCTGGGGTAA 
AGCCCACTCCCCTATCACCCTGGGTGATGGGGGAGCAGGGCCAG 
AGCCCACTCCCCTATCACCCTGGGTGATGGGGGAGCAGGGCCAG 
AGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATCGGGGAGCAGGGCCAG 

AGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATCGGGGAGCAGGGCCAG 

* ** ** ****** ****** *** * *** * 
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Figure N°6 



1 


GAATTCAACC TTAACCTTTT 


TTATTCTGTA 


gTATTCAAAG GGTATAaAgA 


51 


TTTTGTTGGT 


CCCCCCTCCC 


GGGGGAACAA 


AGTCgTCAAT ATTAAATCTC 


10X 


ATCATGTCCA 


CCGCCCAGGA 


GGGCGTTCTG 


ACTGTGGTAg CCTTGACAgT 


151 


ATATCCGAAG 


GTGCGGGAGA 


rGCGGGTGTT 


GAAAATGCCA 


TTTTTCCTTC 


201 


TCCAACGGTA 


GCGGTGGCGG 


GGGTGGACmA 


nCCAcgGGCG GCGGCGGAwG 


251 


ATCTGGCCAA 


GATGGCTGCG 


GGGGCGGTGT 


CTTCTTCTGC 


GGTAACGCCT 


301 


CCTTGGATAC 


GTCATAgCTG 


AAAACGAAAG 


AAGTGCGCTG 


TAaGTATTAC 


351 


CAGCGCACTT 


CGGCAGCGGC 


AGCACCTCGG 


CAGCaCCTCA 


GCAGCAACAT 


401 


GCCCAGCAAG 


AAGAATGGAA 


GAAGCGGACC 


CCAACCACAT 


AAAAGGTGGG 


451 


TGTTCACGCT 


GAATAATCCT 


TCCGAAGACG 


AGCGCAAGAA 


AATACGGGAG 


501 


CTCCCaATCT 


CCCTATTTGA 


TTATTTTATT 


GTTGGCGAGG 


AGGGTwwTGA 


551 


gGAAnGACgA ACACCTCACC TCCAGGGGTT 


CGCtAATTTT 


GTGAAGAAgC 


601 


aaACTTtTAA 


TAAAGTGAAG 


TGGTATTTGG 


GTGCCCGCTG 


CCACATCGAG 


651 


AAAGCCAaAG 


GAACTGATCA 


GCAGAATAAA 


GAATATTGCA 


GTAAAgAAGG 


701 


CAACTTACTT 


ATTGAATGTG 


GAGCTCCTCG 


ATCTCAAGGA 


CAACGGAGTG 


751 


ACCTGTCTAC 


TGCTGTGAGT 


ACCTTGTTGG 


AGAGCGGGAG 


TCTGGTGACC 


801 


GTTGCAGAGC 


AGCACCCTGT 


AACGTTTGTC 


AGAAATTTCC 


GCGGGCTGGC 


851 


TGAACTTTTG 


AAAGTGAGCG 


GGAAAATGCA 


GAAGCGTGAT 


TGGAAGACCA 


901 


ATGTACACGT 


CATTGTGGGG 


CCACCTGGGT 


GTGGTAAAAG 


CAAATGGGCT 


951 


GCTAATTTTG 


CAGACCCGGA 


AACCACATAC 


TGGAAACCAC 


CTAGAAACAA 


1001 


GTGGTGGGAT 


GGTTACCATG 


GTGAAGAAGT 


GGTTGTTATT 


GATGACTTTT 


1051 


ATGGCTGGCT 


GCCGTGGGAT 


GATCTACTGA 


GACTGTGTGA 


TCGATATCCA 


1101 


TTGACTGTAG 


AGACTAAAGG 


TGGAACTGTA 


CNNNNNNNGG 


CCCGCAGTAT 


1151 


TCTGATTACC 


AGCAATCAGA 


CCCCGTtGGA 


ATGGTACTCC 


TCAACTGCTG 


1201 


TCCCAGCtGT 


AGAAGCTCTC 


TATCGGAGGA 


ttACTTCCTT 


GGTATTT t GG 


1251 


AaGAATGCTA 


CAGAACAATC 


CACGGAGGAA 


GGGGGCCAGT 


TnGTCACCCT 
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1301 


TTCCCCCCCA 


TGCCcTGAAT 


TTCCATaTGA AATAAATTAC 


TGAGTCTTTT 


1351 


TTATCACTTC 


GTAATGGTTT 


TTATTATTCA TTTAGGGTTT 


AAGTGGGGGG 


1401 


TCTTTAAGAT 


TAAATTCTCT 


GAATTGTACA TACATGGTTA 


CACGGATATT 


1451 


GTAGTCCTGG 


TCGTATATAC TGTTTTCGAA CGCAGTGCCG AGGCCTACGT 


1501 


GGTCCACATT 


TCTAGAGGTT 


tGTAGCCTCA gCCAAAGCtG ATTCCTTTTG 


1551 


TTATTTGGTT 


GGAAGTAATC 


AATAGTGGAG TGAAGAACAG 


GTTTGGGTGT 


1601 


GAAGTAACGG 


GAGTGGTAGG 


AGAAGGGTTG GGGGATTGTA 


TGGCGGGAGG 


1651 


AGTAGTTTAC 


ATATGGGTCA 


TAGGTTAGGG CTGTGGCCTT 


TGTTACAAAG 


1701 


TTATCATcTA 


GAATAACAGC 


AGTGGAGCCC ACTCCCCTAT 


CACCCTGGGT 


1751 


GATGGGGGAG 


CAGGGCCA 
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Figure N°7 

8con.s = sequence clone pGEM-7/8 
pcveco = sequence souche PCV PK/15 

SCORES Initl: 2517 Initn: 3774 Opt: 4010 

75.8% identity in 1785 bp overlap 

1769 1759 1749 1739 1729 1719 

8 con . s GAATTCTGGCCCTGCTCCCCCAT 

iiiii i in i Milium i i n ii n n Minn mm 

pcveco GAATTTTACCCCAGAGACCCCATCACCTCT 

10 20 30 40 50 60 

1709 1699 1689 1679 1669 1659 

8 Con . s ATTCTAGATGATAACTTTGTAACAAAGGC CACAG CCCTAACCTATG ACC CATATGTAAAC 

II I UN IIIIIIIMII 1 1 1 1 I I llllllllll III I III 

pcveco ATCTTGGATGCCAACTTTGTAACCCCCTCCACCA 

70 80 90 100 110 120 

1649 1639 1629 1619 1609 1599 

8 con . s TACTCCTCCCGCCATACAATCCCCCAACCCTITCT 

II Mi Ml MINI II II II Mill IIIIIIIMII I 1 1 1 1 1 1 1 1 Ml 

pcveco TACTCCTCCCGCCACACCATAAGGCAGCCCTTTACCTACCACTCCAGGTACTTCA 

130 140 150 160 170 180 

1589 1579 1569 1559 1549 1539 

8 con . s AAACCTGTTCTTGACTCCACTATTGATTACTT^ 

I I M I M M III II I I I I I 1 I Mill llllllll Mill II Mill 
pcveco AAACCTGAGCTGGACCAAACAATTGATTGGTTCCACCCAAATAATAAAAGAAA 

190 200 210 220 230 240 

1529 1519 1509 1499 1489 1479 

8 con . s TGGCTGAGGCTACAAACCTCTAGAAATGTGGACC^CGTAGGCCTCGGCACTGCGTTCGAA 

HIM || I Ml I Mill II III i I E I ! 1 1 1 1 1 MM II II 

pcveco TGGCTCCATTTAAATACCCACACCAATGTCGAGCACACAGGCCTCGGCTAT^ 

250 260 270 280 290 300 

1469 1459 1449 1439 1429 1419 

8 con . s AACAGTATATAC - GACCAGGACTACAATATCCGTGTAACCATGTATGTACAATTCAGAGA 

II M II I III I II I I I II II 1 1 II 1 1 1 1 1 MMMM 

pcveco AA-TGC^GCCACAGCCCAAAATTATGTGGTAAGGCTGACTATTTATGTACAATTCAGA^ 
310 320 330 340 350 

1409 1399 1389 1379 1369 1359 

8 con . s ATTTAATCTTAAAGACCCCCCACTTAAACCCTAAATGAATAATAAAAACCATTACGAAG^ 

Mill II MMMM I MM DIM II 1 1 1 1 1 1 M i 1 1 1 II 1 1 1 II 

pcveco ATTTATCCTAAAAGACCCTC TAAA TAAAT - AAAAATAAAAAC CATT ACGATGT 

360 370 380 390 400 410 

1349 1339 1329 1319 1309 1299 

8con . s GAT AAAAAAGACTCAGTAATTTATTTC AT ATGG AAATTCAGGG CATGGGGGGG AAAG 

Ml I I f I I I I 1 I I I i I I 1 I I I I I I I I IMIM II I II II III I 

pcveco GATAACAAAAAAGACTCAGTAATTTATTTTATATGGGAAAAGGGCACAGGGTGGGTCCAC 

420 430 440 450 460 470 
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Figure N°7 (suite) 

1289 1279 1269 1259 1249 

8con . s GGTGACNAACTGGCCCCC - - - TTCCTCCGTGGATTGTTCTGTAGCATTCTTCCAAAATAC 

I hll 1 1 1 1 I I II 1 1 1 II I Mill II II 1 1 1 1 IIIIIIIIMI 

pcveco TGCTTCAAATCGGCCTT.CGGGTACCTCCGTG 

480 490 500 510 520 530 

1239 1229 1219 1209 1199 1189 

8 con . s CAAGGAAGTAATCCTCCGATAGAGAGCTTCTACAGCT^ 

III I MIMMMMMIIIIII II I MM MM Mill Mlllll Mill MM III 

pcveco CAAAGTAGTAATC CTC CG AT AGAGAG CTTCTAGAGCTGGGACAGCAGTTGAGGAGTACCA 
540 550 560 570 580 590 

1179 1169 1159 1149 1139 1129 

8 con . s TTCCAACGGGGTCTGATTGCTGGTAAT 

I I M MM II M M M 1 1 1 M M 1 1 M II M M M M I : = = = = : = I Mill M 

pcveco TTCCTGGGGGGCCTGATTGCTGGTAATCAAAAT^^ 

600 610 620 630 640 650 

1119 1109 1099 1089 1079 1069 

8 con . s ACCTTTAGTCTCTACAGTCAATGGATATCGATCACAC 

IMIIMMI MINI III Mlllll II Mill IIIIIIIIIIIIIMIIIMI II 

pcveco CCCTTTAGTCTCTACAGTCAATGGATACCGGTCACACAGTCTCAGTAGA 

660 670 680 690 700 710 

1059 1049 1039 1029 1019 1009 

8 con. s CAGCCAGCCATAAAAGTCATCAATAACAACCA C TTCT 

I llllllllllll Mill I llllll MINIM Hill II 1 1 1 1 1 1 f 1 1 1 1 

pcveco TAACCAGCCATAAAAAT(^TCCAAAACAACAACTTCTTCTC 

720 730 740 750 760 770 

999 989 979 969 959 949 

8 con . s CTTGTTTCTAGGTGGTTTCCAGTATGTGGTCT 

Ml llllll II IMIMM Ml II II 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Mill I 

pcveco CTTATTTCTACTAGGCTTCCAGTAGGTGTCCCTAGGCT 

780 790 800 810 820 830 

939 929 919 909 899 889 

8 con . s GCTTTTACCACACCCAGGTGGCCCCACAATGACGTC 

III II Mill II II II Mill IMMMMIM MIIIMMMIMM 

pcveco GCTCTTCCCACAACCGGGCGGGCCCACTATGACGTGTACAGCTGTCTTC 

840 850 860 870 880 890 

879 869 859 849 839 829 

8 con . s CTGGATTTTCCCGCTCACTTTCAAAAGTT 

llllll Ml llllll II III Mill 1 1 II I M II I II I M II I II III M III MM 

pcveco CTGCATCTTCCCGCTCACTTTCAAAAGTTCAGCCAGCCCGCGGAAATT^ 

900 910 920 930 940 950 

819 809 799 789 779 769 

8 con . s TACAGGGTGCTGCTCTGCAACGGTCACCAGACTCCCGCTCTCCAACAAGGTACTCACAGC 

Mlllll llllll II II Mlllll I III Mlllll I llllllllllll 

pcveco TA»GGGAACTGCTCGGCTAC^GTCACCAAAGACCCCGTCTCCAAAAGGGTACTCACAGC 
960 970 980 990 1000 1010 
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Figure N°7 (suite) 



759 749 739 729 719 709 

8con * s AGTAGACAGGTCACTCCGTTGTCCTTGAGATCGAGGAGCTCCACATTCAATAAGTAAGTT 

IIIMMMIII || || | || || || I | | | | | | I | I I II | | | | 1 f 1 || 
pcveco AGTAGACAGGTCGCTGCGCTTCCCCTGGTTCCGC 

1020 1030 1040 1050 1060 1070 

699 689 679 669 659 649 

GCCTTCTTTACTGCAATATTCTTTATTCTG CTGATCAGTTCCTTTGGCTTTCTCG ATGTG 

MMM III IIMM MINI IIIIIMIII I II llllllll II I Mill 1 1 III I 

GCCITCTTTACTGCAGTATTCTTTATTCTGCTGGTCGGTTC 

1080 1090 1100 1110 1120 1130 

639 629 619 609 599 589 

GCAGCGGGCACCCAAATACCACTTCACTTTATTAAAA 

NIMIIIIIII MMIMMIMM II llllllll llllllll lllllll I! 

GCAGCGGGCACCAAAATACCACTTCACCTTGTTAAAAGTCT 

1140 1150 1160 1170 1180 1190 

579 569 559 549 539 529 

8 con . s GAACCCCTGGAGGTGAGGTGTTCGTCNTTCCTCAWWACC CTC CTCGCCAACAATAAAATA 

I HI I Ml M MM III UN I : II II II I Mill II II III III 
pcveco AAACCCCTGGAGGTGAGGAGTTCTACCCTCTTCCAAACC 

1200 1210 1220 1230 1240 1250 

519 509 499 489 479 469 

ATCAAATAGGGAGATTGGGAGCTCCCGTATTTTCTTGCGCTCGTCTTCGGAAGGAT^ 

MMM lllllllllll Mill llllll I II II Ml II 1 1 1 M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

ATCAAAAAGGGAGATTGGAAGCTCCCGTATTTTGTTTTTCTCCTCCT 

1260 1270 1280 1290 1300 1310 

459 449 439 429 419 409 

CAGCGTGAACACCCACCTTTT ATGTGGTTGGGGTC CG CTT CTT C CATTCTTCTTG CTGGG 

M i I II I MMM II I UNI Mill II MMM llllllll II 

AAGGGTGAACACCCACCTCTTATGGGGTTGCGGGCCGCTT TTCTTGCTTGG 

1320 1330 1340 1350 1360 

399 389 379 369 359 349 

CATGTTGCTGCTGAGGTGCTGCCGAGGTGCTGCCGCTGCCGAAGTGCGCTGGTAATACT- 

Ml II II 1 1 MM III I III MM II I II lllllllllll llllll I III I 

CATTTT- -CACTGA- -CGCTGCCGAGGTGCTGCCGCTGCCGAAGTGCGCTGGTAATACTA 
1370 1380 1390 1400 1410 

339 329 319 309 299 289 

8 con . s - TACAGCGCACTTCTTTC - GTTTT CAGCTATGACGTATCCAAGGAGGCGTTACCGCAGAA 

M 1 1 i I M 1 1 M 1 1 1 MM lllllll II Ml I II 1 1 III II M II II I 

pcveco CAGCAGCGCACTrCTTTCACTTTTATAGGATGACGTGGCCAA 

1420 1430 1440 1450 1460 1470 

279 269 259 249 239 229 

8 con . s GAAGACACCGCCCCCGCAGCCATCTTGGCCAGATCWTCCGCCGCCGCCCGTGGNTKGTCC 

MM lllllll I II II II IMMM I Ml MM I I II I MM I 

pcveco GAAGGACCCGCCCCCGCAGCCATCTTGGAAAC^TCCTCCGGAGAAGACCATATTTGGCAC 
1480 1490 1500 1510 1520 1530 
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219 209 X99 189 179 

8 con . s ACCCCCGCC ACCGCTACCGTTGGAGAAGGAAAAATGGCATTTTCAACACCCGC 

> mini mi in i mi i i n i ii ii 1 1 1 1 1 inn 

pcveco A- CCCCGCCTTCAGAAACCGTTACAGATGGCGCC^ 

1540 1550 1560 1570 1580 1590 

169 159 149 139 129 119 

8 con . s YTCTCCCGCACCTTCGGATATACTCTCAAGG 

: I II M I I II I II I I I I II I III || III 

pcveco CTTTCTACAGAATTTGTACTCACCATAAAAG - GAGGATACTCGCA- - GCCATCTTGGAAT 
1600 1610 1620 1630 1640 1650 

109 99 89 79 69 59 

8 con . s GTGGACATGATGAGATTTAATATTGACGACT 

Ii II II III II II I I I II I Mill III II MINI 

pcveco GTTAACTACCTCAAATTCAACATCGGCCAGTTCCT 

1660 1670 1680 1690 1700 1710 

49 39 29 19 9 

8con.s ATCTTTATACCCTTTGAATACTACAGAATAAAAAAGGTTAAGGTT 

I 1 1 1 1 II MINIM I II I Mill III I 

pcveco CTACCCCTACCTTTCCAATACTACCGTATTAGAAAGGCTAAATAT 
1720 1730 1740 1750 
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